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Les progrès réalisés dans la compréhension des mécanismes de l’oncogenèse ont 
conduit dans les années 2000 à l’avènement d’une nouvelle famille de médicaments 
anticancéreux : les thérapies ciblées. Contrairement aux chimiothérapies 
cytotoxiques, elles ciblent des anomalies moléculaires oncogéniques, ce qui leur 
confère une plus grande sélectivité vis-à-vis des cellules tumorales. Les thérapies 
ciblées ont donc connu un essor considérable car elles sont plus efficaces et mieux 
tolérées que les chimiothérapies conventionnelles. Parmi les anomalies moléculaires 
ciblées se trouvent de nombreuses tyrosine kinases qui sont des protéines des voies 
de signalisation impliquées dans des processus fondamentaux tels que la 
prolifération et la différenciation cellulaire ou encore l’apoptose. Au sein des thérapies 
ciblées, les inhibiteurs de tyrosine kinases (ITK) exercent leur activité anticancéreuse 
en bloquant l’activation des tyrosine kinases et des voies de signalisation et sont donc 
indiqués dans le traitement de nombreux cancers. Les ITK s’administrent par voie 
orale au long cours chez des patients polymédiqués et sont principalement éliminés 
par métabolisme hépatique sous l’action des cytochromes P450 (CYP), ce qui favorise 
la survenue d’interactions médicamenteuses d’ordre pharmacocinétique. Ils 
présentent une large variabilité interindividuelle de leur exposition plasmatique qui 
peut se traduire par une sous- ou surexposition entraînant un risque d’échec 
thérapeutique ou un risque de toxicités. Bien qu’ayant un profil de tolérance 
globalement acceptable, les ITK sont à l’origine d’effets indésirables de bas grade 
dont le caractère chronique contribue à réduire l’observance. De plus, ils sont 
responsables d’une toxicité hépatique dont la fréquence et la sévérité ont conduit les 
autorités de santé à émettre des alertes sanitaires pour cinq d’entre eux. Puisque les 
ITK sont des molécules hétérocycliques aromatiques comportant fréquemment des 
groupements appelés structures d’alerte (anilines…) connus pour générer des 
espèces réactives électrophiles (quinone-imines, imino-méthylidènes…) au cours du 
métabolisme, la formation de métabolites réactifs pourrait contribuer à l'hépatotoxicité 
et à la survenue d’interactions médicamenteuses. Mais cela n’a jamais été 
formellement démontré pour la plupart des ITK. Dans toutes ces situations cliniques 
(échec thérapeutique, survenue de toxicités sévères, risque d’interaction 
Page | 14  
 
médicamenteuse, doute sur l’observance), la réalisation d’un suivi thérapeutique 
pharmacologique (STP) est conseillée, puisque de plus en plus de relations 
pharmacocinétique-pharmacodynamique (PK-PD) ont été mises en évidence pour les 
ITK. Le suivi simultané des molécules mères et de leurs métabolites pourrait être 
intéressant, notamment en cas de suspicion d’interaction médicamenteuse et 
d’inobservance, mais tous les ITK ne disposent pas de méthode de dosage incluant 
leurs métabolites.  
 
Le pazopanib et le sunitinib sont deux ITK qui présentent toutes les préoccupations 
cliniques décrites précédemment. Notamment, ils appartiennent au groupe des cinq 
ITK qui entraînent une hépatotoxicité ayant conduit à des alertes sanitaires (mises en 
gardes spéciales, « black box warning ») alors qu’ils possèdent des structures d’alerte 
pouvant être bio-activées au cours de leur métabolisme. Mais la formation de 
métabolites réactifs n’a jamais été formellement démontrée et leurs voies 
métaboliques restent mal caractérisées. Ils sont également impliqués dans de 
nombreuses interactions médicamenteuses. Par ailleurs, ils font partie d’un groupe 
de trois ITK pour lesquels la réalisation d’un STP est très fortement recommandée en 
pratique clinique courante. Contrairement au sunitinib, il n’existe pas de méthode de 
dosage des principaux métabolites du pazopanib. Enfin, nous disposons au sein du 
laboratoire de pharmacologie de l’Institut Universitaire du Cancer de Toulouse 
d’échantillons de plasma de patients traités par pazopanib ou sunitinib dans le cadre 
de deux essais cliniques, VOTRAGE et SUP-R, au cours desquels des données de 
tolérance et d’efficacité sont collectées. Nous sommes donc dans un contexte où il 
est possible d’étudier de manière translationnelle les relations entre métabolisme, 
hépatotoxicité et interactions médicamenteuses pour ces deux ITK. C’est pour 
l’ensemble de ces raisons que cette thèse a spécifiquement porté sur le pazopanib et 
le sunitinib.   
 
Ces travaux de thèse débutent par une partie bibliographique présentant tout d’abord 
les tyrosine kinases et leurs inhibiteurs. Nous poursuivrons avec une revue de la 
littérature relative aux relations entre la formation de métabolites réactifs et 
l’hépatotoxicité et les interactions médicamenteuses des ITK. Enfin, nous décrirons 
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les propriétés physico-chimiques et pharmacologiques du pazopanib et du sunitinib. 
Les travaux expérimentaux de cette thèse seront ensuite présentés dans deux parties 
distinctes. La première partie rapporte l’étude du métabolisme du pazopanib et du 
sunitinib in vitro afin de déterminer si des espèces réactives sont formées au cours de 
leur métabolisme et, le cas échéant, de les identifier et de proposer des mécanismes 
par lesquels elles pourraient causer une toxicité hépatique et des interactions 
médicamenteuses. Cela a été réalisé par une approche originale utilisant des 
métalloporphyrines catalysant des réactions d’oxydation biomimétiques et par 
l’utilisation, plus couramment décrite, de microsomes hépatiques. La deuxième partie 
présente le développement et la validation d’une méthode UPLC-MS permettant la 
quantification simultanée du pazopanib et de ses principaux métabolites dans le 
plasma. 




I. Des cytotoxiques aux thérapies ciblées 
 
Bien que le terme chimiothérapie soit apparu au début du XXème siècle suite aux 
travaux de Paul Ehrlich sur le traitement de pathologies humaines par des substances 
chimiques, le recours aux chimiothérapies anticancéreuses ne débute que dans les 
années 1940 avec l’utilisation de chlorméthine, un analogue azoté du gaz moutarde, 
chez des patients atteints de lymphomes1,2. Plusieurs travaux ont montré que les 
moutardes azotées sont cytotoxiques pour de nombreux tissus, notamment pour les 
tissus très proliférants. En effet, ce sont des agents alkylants de l’ADN et des protéines 
via la formation, par cyclisation intramoléculaire, d’une espèce électrophile très 
réactive vis-à-vis des groupements nucléophiles des bases nucléiques et des acides 
aminés3. La chlorméthine est donc le chef de file des moutardes azotées et plus 
généralement des chimiothérapies cytotoxiques qui ciblent une des propriétés 
fondamentales des cellules cancéreuses : leur capacité de prolifération incontrôlée. Il 
s’en est suivi une série de découvertes à l’origine des différentes classes de 
médicaments cytotoxiques encore largement utilisés aujourd’hui : les anti-
métabolites, les vinca alcaloïdes, les dérivés du platine, les nitroso-urées, les 
anthracyclines, les épipodophyllotoxines, les dérivés de la camptothécine et les 
taxanes1,2. Au début des années 1990, les activités de recherche et développement 
d’anticancéreux se sont essoufflées, générant essentiellement des cytotoxiques 
n’offrant pas d’amélioration substantielle en matière d’efficacité et entraînant 
d’importantes toxicités, à court comme à long terme, par manque de sélectivité vis-à-
vis des cellules cancéreuses, puisque leur cible, l’ADN, est ubiquitaire1,2,4. 
C’est alors que les progrès réalisés au cours de la seconde moitié du XXème siècle 
dans la compréhension des mécanismes moléculaires de l’oncogenèse ont contribué 
à l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques puis au développement de 
l’arsenal chimiothérapeutique en oncologie. De nombreux travaux ont en effet permis 
de montrer que le cancer est une maladie liée à des modifications dynamiques du 
génome, c’est-à-dire à des altérations génétiques d’oncogènes et de gènes 
suppresseurs de tumeurs, qui contribuent à la transformation des cellules et leur 
Page | 17  
 
confèrent des avantages sélectifs5. Ces anomalies moléculaires, qui sont le 
fondement des caractéristiques fondamentales des cancers répertoriées sous le 
terme « Hallmarks of cancer », constituent donc de nouvelles cibles thérapeutiques 
(Figure 1)5,6.  
 
Figure 1 : Caractéristiques fondamentales des cancers, d’après Hanahan et al 6. 
 
Ces découvertes ont ainsi contribué à l’émergence de médicaments anticancéreux 
ciblant ces anomalies moléculaires impliquées dans l’oncogenèse : les thérapies 
ciblées. Du fait de l’augmentation de la sélectivité vis-à-vis des cellules tumorales, les 
thérapies ciblées possèdent un profil de tolérance plus favorable que celui des 
chimiothérapies cytotoxiques, permettant une amélioration de la qualité de vie des 
patients. Du fait du ciblage des mécanismes de l’oncogenèse, les thérapies ciblées 
ont également permis une amélioration de la prise en charge des patients, avec des 
taux de réponse élevés, des réponses durables et/ou profondes selon les molécules 
et les pathologies, et cela d’autant plus qu’il y a addiction oncogénique, i.e. d’autant 
plus que le maintien du phénotype tumoral est dépendent de l’anomalie moléculaire 
ciblée4,7. Pour ces raisons, les thérapies ciblées ont connu un essor considérable au 
cours des vingt dernières années, depuis la mise sur le marché du trastuzumab en 
2000 et de l’imatinib en 20014,8. En effet, selon un rapport de l’INCa, 28 thérapies 
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ciblées sur les 43 autorisées (EMA et ANSM) en 2015 ont obtenu une AMM entre 2012 
et 2015. Sur cette même période, 60% des AMM octroyées à des médicaments 
anticancéreux concernaient des thérapies ciblées4. Un changement de paradigme 
dans la prise en charge des cancers s’est donc opéré : d’une médecine d’organe 
recourant aux chimiothérapies cytotoxiques dites conventionnelles chez l’ensemble 
des patients à une médecine stratifiée reposant sur l’utilisation croissante de thérapies 
ciblées, en monothérapie ou en association, dans des sous-groupes de patients 
sélectionnés sur la base d’anomalies moléculaires à l’aide de tests compagnons4. 
Au sein des thérapies ciblées, les inhibiteurs de protéine kinases ont connu une très 
forte expansion, puisque sur 45 molécules bénéficiant d’une AMM (FDA) à la fin de 
l’année 2018, les trois quarts sont des inhibiteurs de tyrosine kinases8–10. La raison de 
cet important développement réside dans le fait que les gènes codant des protéine 
kinases sont les gènes les plus représentés parmi la trentaine de gènes suppresseurs 
de tumeurs et la centaine d’oncogènes identifiés, deux-tiers d’entre eux codant des 
tyrosine kinases11,12.  
 
II. Les tyrosine kinases  
 
A. Rôles physiologiques et pathologiques des tyrosine kinases  
Les kinases sont des protéines à activité enzymatique phosphotransférase : elles 
catalysent des réactions de phosphorylation c’est-à-dire le transfert du groupement 
phosphate en  d’une molécule d’ATP (ou plus rarement du GTP) sur un substrat 
protéique ou lipidique le plus souvent13. En effet, 518 gènes de protéine kinases 
(kinases phosphorylant des protéines, soit 1,7% du génome) ainsi qu’une vingtaine 
de gènes de lipide kinases (kinases phosphorylant des lipides) ont été identifiés dans 
le génome humain13,14.  
Si les phosphoprotéines sont connues depuis la fin du XIXème siècle, les protéine 
kinases n’ont été découvertes qu’au cours de la seconde moitié du XXème siècle et ont 
été extrêmement étudiées depuis15–17. Les protéine kinases phosphorylent un grand 
nombre et une grande variété de substrats protéiques, puisque 30% du protéome, 
dont des enzymes, des récepteurs, des facteurs de transcription, subit cette 
modification post-traductionnelle18,19. Les protéine kinases peuvent être classées 
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selon la nature de l’acide aminé qu’elles phosphorylent, selon leurs localisations 
subcellulaires, leurs structures et leurs séquences14,19. On distingue ainsi les tyrosine 
kinases et les sérine/thréonine kinases. Les tyrosine kinases, comme leur nom 
l’indique, phosphorylent le groupement hydroxyle de certains résidus tyrosine 
présents au sein de séquences particulières sur des substrats protéiques (Figure 2). 
Elles constituent une grande famille codée par 90 gènes, comportant 58 kinases 
membranaires ou récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) répartis en 20 sous-
familles et 32 kinases non membranaires, cytoplasmiques et/ou nucléaires, réparties 
en 10 sous-familles20. 
 
 
Figure 2 : Phosphorylation d'un résidu tyrosine sur un substrat protéique. 
 
Plusieurs études ont montré que la phosphorylation de substrats protéiques joue un 
rôle fondamental dans l’homéostasie cellulaire. Le transfert d’un groupement 
phosphate chargé négativement peut entraîner des modifications conformationnelles 
des protéines et ainsi des modifications fonctionnelles lorsqu’il existe des liens 
structure-fonction très étroits. La phosphorylation des protéines constitue donc un 
mode de régulation fine de leurs activités14,19. La phosphorylation d’une protéine peut 
également modifier sa localisation subcellulaire. De plus, le transfert d’un groupement 
phosphate modifie le spectre d’interactions protéine-protéine des protéines cibles, en 
favorisant les interactions avec des protéines partenaires ou, au contraire, en 
favorisant la dissociation de complexes protéiques18,19. Ces réseaux d’interactions 
protéiques, appelés voies de signalisation cellulaire, sont impliqués dans la 
transduction du signal, c’est-à-dire dans le transfert de stimuli de la surface cellulaire 
vers le noyau afin de réguler ou modifier des fonctions cellulaires complexes et 
fondamentales telles que le métabolisme, le contrôle du cycle cellulaire, la 
transcription, la prolifération et la différentiation cellulaire, l’apoptose, la 
communication intercellulaire, l’angiogenèse11,14,19,21… L’activité des tyrosine kinases 
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est donc hautement régulée par de nombreux mécanismes : l’existence d’une 
conformation basale inactive, l’activation par liaison d’un ligand (RTK) ou par 
l’intermédiaire d’interactions protéine-protéine (tyrosine kinases non membranaires) 
ainsi que le contrôle des transitions entre les conformations active et inactive de 
l’enzyme11,21.  
L’altération de la localisation, la surexpression ou la dérégulation de l’activité des 
tyrosine kinases est donc responsable de perturbations des voies de signalisation et 
in fine du développement de nombreux cancers11,17,21. Plusieurs mécanismes 
contribuent à impliquer les tyrosine kinases membranaires et non membranaires dans 
l’oncogenèse : la mise en place de boucles d’activation autocrine-paracrine et 
différentes altérations des gènes qui les codent21,22. Ces altérations génétiques sont 
de plusieurs types : des mutations et des anomalies chromosomiques23. Les 
mutations sont très majoritairement des substitutions ponctuelles d’une seule base et 
plus rarement des insertions et des délétions d’une ou plusieurs bases23. Les 
substitutions entraînent des modifications de type faux sens le plus souvent, mais 
aussi des modifications de type non-sens, des anomalies d’épissage ou des 
décalages du cadre de lecture12,23. Les mutations peuvent survenir n’importe où dans 
la séquence, même si elles sont fréquemment observées au niveau du domaine 
kinase et des régions régulatrices11. Elles sont essentiellement dominantes et 
activatrices c’est-à-dire responsables d’un gain de fonction : on parle d’activation 
constitutive des tyrosine kinases (i.e. activation en l’absence de ligand ou d’interaction 
protéine-protéine). Les anomalies chromosomiques sont également de plusieurs 
types : aneuploïdie, délétion, inversion, amplification génique et translocation 
chromosomique. L’amplification génique entraîne la surexpression des tyrosine 
kinases et donc l’augmentation des capacités de recrutement des protéines 
effectrices des voies de signalisation. Les translocations chromosomiques apposent 
une partie de la séquence d’un gène au niveau de la séquence d’un autre gène et 
créent ainsi des gènes chimériques et des protéines de fusion. Les régions 
régulatrices de l’activité catalytique peuvent être perdues ou déstructurées au cours 
de ce processus, ce qui aboutit à l’activation constitutive des tyrosine kinases par 
perte des mécanismes d’autorégulation12,23. Quel que soit le mécanisme, les tyrosine 
kinases altérées sont impliquées dans l’initiation, la promotion et la progression 
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tumorale. Certaines, comme Bcr-Abl, participent à l’acquisition du phénotype tumoral, 
c’est-à-dire à la transformation oncogénique11. D’autres, comme l’EGFR (Epidermal 
Growth Factor Receptor), sont impliquées dans la survie et la prolifération tumorale. 
D’autres encore, comme VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor), 
favorisent le développement, le maintien et la dissémination des tumeurs dans 
l’organisme22. En effet, les récepteurs de la famille de VEGFR (tout particulièrement 
VEGFR2) sont impliqués dans l’angiogenèse, phénomène capital pour la croissance 
tumorale via l’apport d’oxygène et de nutriments et pour la dissémination 
métastatique24. C’est pourquoi les tyrosine kinases sont des cibles particulièrement 
intéressantes en oncologie, VEGFR, Bcr-Abl et EGFR étant les tyrosine kinases les 
plus ciblées par les inhibiteurs sur le marché25.  
 
B. Structure et activation des récepteurs à activité tyrosine kinase 
1. Structure 
Le groupe des RTK rassemble une soixantaine de membres, dont font partie les 
récepteurs de nombreux facteurs de croissance tels que EGFR, VEGFR, PDGFR 
(Platelet-Derived Growth Factor Receptor) et FGFR (Fibroblast Growth Factor 
Receptor). Les RTK sont des glycoprotéines constituées d’une portion extracellulaire 
contenant le site de liaison d’un ligand polypeptidique, d’une hélice 
transmembranaire et d’une portion intracellulaire siège de l’activité catalytique26. La 
plupart des RTK ne comporte qu’une seule chaîne polypeptidique à l’exception des 
récepteurs de la famille de HGFR (Hepatocyte Growth Factor Receptor) et de la famille 
des récepteurs à l’insuline qui sont respectivement constitués de deux et quatre 
chaînes polypeptidiques26.  
La portion extracellulaire varie énormément d’un RTK à l’autre. Elle contient plusieurs 
domaines tels que des domaines riches en cystéine, riches en leucine, des domaines 
de type Immunoglobuline-like, EGF-like et Fibronectine III-like, dont la combinaison 
est à l’origine de la spécificité de l’interaction ligand-récepteur26,27.  
La portion intracellulaire des RTK est subdivisée en trois parties : la région juxta-
membranaire, le domaine kinase et l’extrémité C-terminale.  
- La région juxta-membranaire, située entre l’hélice transmembranaire et le 
domaine kinase, n’est pas très conservée au sein du groupe des RTK, mais de 
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nombreuses homologies de séquence sont observées à l’intérieur d’une même 
famille de récepteurs27. Elle est principalement impliquée dans la régulation de 
l’activation des RTK, mais peut également jouer un rôle dans la signalisation 
cellulaire26,27.  
 
- Le domaine kinase est le domaine le plus conservé au sein du groupe des RTK, 
en matière de séquence comme en matière de conformation27. Son architecture est 
également très similaire à celle du domaine kinase des sérine/thréonine kinases26. 
Cette séquence d’environ 250 à 300 acides aminés est organisée en deux lobes 
séparés par une région charnière très mobile : un petit lobe contenant cinq feuillets  
et une hélice  à l’extrémité N-terminale et un grand lobe constitué principalement 
d’hélices  à l’extrémité C-terminale26,28–30. Le site actif, situé entre les deux lobes au 
niveau de la région charnière, est formé de plusieurs segments polypeptidiques non 
contigus29 :   
 
 le site de fixation de l’ATP ou « P-loop » au niveau du lobe N-terminal, 
Il comporte un motif hautement conservé riche en glycine (GxGxφG, où φ est le plus 
souvent un résidu tyrosine ou phénylalanine), impliqué dans le positionnement de 
l’ATP entre les deux lobes26,28. L’adénine établit trois liaisons hydrogène avec des 
acides aminés présents au niveau de la région charnière31. Le ribose et les trois 
groupements phosphate s’étendent vers le site de fixation du substrat et se logent 
dans un canal hydrophile présentant des résidus fondamentaux pour la catalyse ainsi 
que deux résidus lysine et glutamate liant les phosphates  et 26,28,31. Un résidu 
d’acide aminé présent au niveau de la région charnière, dit résidu « gatekeeper », 
contrôle l’accessibilité à deux cavités hydrophobes adjacentes au site de fixation de 
l’adénine grâce à la taille de sa chaîne latérale.  
 
 la boucle d’activation ou « A-loop » au niveau du lobe C-terminal, 
Elle comporte deux motifs hautement conservés aspartate-phénylalanine-glycine 
(DFG) et alanine-proline-glutamate (APE), respectivement au début et à la fin de la 
boucle, et un à trois résidus tyrosine phosphorylables. Le résidu aspartate est 
particulièrement important pour la coordination et le positionnement du cofacteur 
Mg2+ ou Mn2+ à proximité de l’ATP et des résidus impliqués dans la catalyse26,28,29. 
Elle joue un rôle fondamental dans la régulation de l’activité catalytique par 
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l’intermédiaire de son positionnement : elle n’occupe pas le même emplacement 
selon que l’enzyme est en conformation active ou inactive. 
 
 la boucle à activité catalytique au niveau du lobe C-terminal, 
Elle contient un motif hautement conservé histidine-arginine-aspartate (HRD). Le 
résidu aspartate est la base qui accepte le proton issu de l’attaque nucléophile du 
phosphate en  de l’ATP par le groupement hydroxyle de la tyrosine26,28. 
 
 le site de fixation du substrat protéique au niveau du lobe C-terminal.  
 
Par ailleurs, certains RTK comme les récepteurs de la famille de PDGFR disposent 
dans leur domaine kinase d’un insert d’une centaine d’acides aminés contenant des 
résidus tyrosine26,32. 
 
- L’extrémité C-terminale est la séquence qui varie le plus entre les RTK, en 
matière de séquence et de longueur. Elle a des activités régulatrices aussi bien que 
des activités de signalisation. Elle possède, ainsi que la région juxta-membranaire et 
l’insert dans le domaine kinase, des résidus tyrosine qui servent, après 
autophosphorylation, à recruter les protéines effectrices des voies de signalisation qui 
possèdent des domaines d’interaction avec les phospho-tyrosines (domaines PTB 
(Phospho-Tyrosine Binding) et SH2 (Src Homology 2))26,27,30,32. 
 
2. Mécanismes d’activation 
En l’absence de ligand, la plupart des RTK sont présents à la surface cellulaire sous 
forme de monomères inactifs, c’est-à-dire ayant une activité catalytique intrinsèque 
très faible26,30, à l’exception des récepteurs de la famille de l’EGFR qui existent sous 
forme pré-dimérisée inactive32. L’inactivité des récepteurs est la conséquence 
d’interactions intra-monomériques qui stabilisent le positionnement des résidus du 
site actif dans une conformation défavorable à la catalyse26. Cette auto-inhibition de 
l’activité catalytique implique la boucle d’activation du domaine kinase, la région juxta-
membranaire et l’extrémité C-terminale (Figure 3)29. La boucle d’activation est orientée 
vers la boucle à activité catalytique et le site de fixation du substrat, le résidu 
phénylalanine du motif DFG pointant vers l’intérieur du site actif, le résidu aspartate 
s’étendant vers l’extérieur33. Dans cette conformation dite inactive ou « DFG-out », la 
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boucle d’activation révèle une cavité hydrophobe allostérique aux résidus peu 
conservés et empêche les deux lobes du domaine kinase de pivoter sur l’axe de la 
région charnière pour se rapprocher, bloquant ainsi l’accès aux sites de liaison de 
l’ATP et/ou du substrat26,30 (Figures 3 et 4). La région juxta-membranaire maintient la 
boucle d’activation dans la conformation inactive en interagissant avec les deux lobes 
du domaine kinase. L’extrémité C-terminale obstrue le site actif en se repliant en 
direction du site de fixation du substrat29.  
 
Figure 3 : Mécanisme d’activation des RTK, d’après Blume-Jensen et al 11. 
Les deux lobes du domaine kinase sont représentés en violet, la région juxta-membranaire en orange, 
l’extrémité C-terminale en rouge et la boucle d’activation en bleu et vert selon sa conformation. 
 
 
Figure 4 : Mécanisme d’activation du domaine kinase, d’après Kung et al 34. 
Les deux lobes du domaine kinase reliés par la région charnière sont représentés en vert, l’hélice  du 




L’activation d’un RTK, déclenchée par la liaison d’un ligand, correspond à 
l’augmentation de l’activité catalytique et à l’apparition de sites d’interaction avec les 
protéines effectrices des voies de signalisation sous l’effet de la phosphorylation de 
certains résidus tyrosine du récepteur30. La liaison du ligand au niveau de la portion 
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extracellulaire entraîne l’homo-dimérisation, l’hétéro-dimérisation ou l’oligomérisation 
des RTK (Figure 3). La juxtaposition de leurs portions intracellulaires facilite la trans-
autophosphorylation (phosphorylation entre monomères) de plusieurs résidus 
tyrosine présents au niveau32 :  
- d’une part de la région juxta-membranaire et de l’extrémité C-terminale, 
Ces phosphorylations perturbent les interactions régulatrices intra-monomériques 
établies avec le domaine kinase29. Il s’ensuit des modifications conformationnelles 
responsables d’une levée de l’auto-inhibition exercée sur le domaine kinase.  
- d’autre part de la boucle d’activation du domaine kinase. 
Ces phosphorylations provoquent le déplacement de la boucle d’activation vers 
l’extérieur du site actif, le résidu aspartate du motif DFG pointant vers l’intérieur et le 
résidu phénylalanine s’étendant vers l’extérieur (Figure 4)33. Les deux lobes du 
domaine kinase peuvent alors pivoter de part et d’autre de la région charnière pour 
s’ajuster autour du site actif ainsi dégagé. Les résidus impliqués dans la catalyse ainsi 
que dans la fixation du substrat et de l’ATP sont repositionnés dans une conformation 
dite active ou « DFG-in » favorable à l’activité catalytique (Figure 4). Cette conformation 
est stabilisée par de nouvelles interactions impliquant les phospho-tyrosines26,29,30. Le 
domaine kinase est alors capable de trans-autophosphoryler des résidus tyrosine 
essentiellement au niveau de l’extrémité C-terminale pour permettre des interactions 
avec les protéines effectrices des voies de signalisation.  
Contrairement aux autres sites d’autophosphorylation, la boucle d’activation ne peut 
pas être autophosphorylée au sein d’un récepteur monomérique du fait de contraintes 
stériques. C’est pourquoi son repliement vers l’intérieur du site actif constitue bien un 
mécanisme d’auto-inhibition par obstruction de ce dernier et non un mécanisme 
d’activation30. L’activation requiert donc le regroupement des monomères en dimères 
ou oligomères. Lorsque les portions intracellulaires sont associées de façon 
transitoire, tous les résidus tyrosine peuvent être trans-autophosphorylés au sein de 
dimères ; lorsque les portions intracellulaires forment des complexes plus stables, les 
résidus tyrosine proches du domaine kinase, du fait de contraintes stériques existant 
au sein des dimères, ne peuvent être trans-autophosphorylés qu’après 
oligomérisation26.   
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L’activation des récepteurs de la famille de l’EGFR ne suit pas le schéma classique 
d’activation des RTK. En effet, elle n’est pas liée à la phosphorylation de la boucle 
d’activation, bien que des résidus tyrosine y soient présents, mais à un mécanisme 
allostérique impliquant l’interaction au sein d’un dimère de récepteurs entre le lobe C-
terminal du domaine kinase d’un monomère et le lobe N-terminal du domaine kinase 
de l’autre monomère30,32. Contrairement aux autres RTK, la région juxta-membranaire 
de cette famille de récepteurs pourrait favoriser l’activation allostérique du domaine 
kinase par le biais d’interactions entre la région juxta-membranaire d’un monomère et 
la région juxta-membranaire et le lobe C-terminal de l’autre monomère21. 
 
C. Structure et activation des tyrosine kinases non membranaires 
1. Structure 
Le groupe des tyrosine kinases non membranaires rassemble une trentaine de 
membres parmi lesquels on retrouve entre autres les kinases des familles SRC, JAK 
et ABL. Elles ne comportent ni domaine extracellulaire, ni hélice transmembranaire et 
sont pour la plupart localisées dans le cytoplasme au sein des voies de signalisation. 
Certaines sont toutefois ancrées à la membrane plasmique par des modifications 
post-traductionnelles des résidus d’acides aminés terminaux (myristoylation ou 
palmitoylation). Outre le domaine kinase dont la structure est la même que celui des 
RTK, les tyrosine kinases non membranaires sont constituées de domaines impliqués 
dans des interactions protéine-protéine, protéine-lipide et protéine-nucléotide. Les 
principaux domaines d’interaction protéine-protéine sont de type SH2 et SH3 (Src 
Homology 3) : SH2 interagit avec les phospho-tyrosine présentes au sein de 
séquences particulières alors que SH3 interagit avec des séquences riches en 
proline26.   
 
2. Mécanismes d’activation 
Les tyrosine kinases non membranaires sont maintenues à l’état inactif en l’absence 
d’interaction protéine-protéine par des interactions auto-inhibitrices intramoléculaires 
(Figure 5). Dans le cas de la kinase Abl par exemple, deux mécanismes maintiennent 
une conformation inactive : d’une part l’interaction de l’extrémité N-terminale avec le 
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domaine SH3 et le lobe N-terminal du domaine kinase, d’autre part le positionnement 
de la boucle d’activation à proximité de la boucle à activité catalytique de sorte qu’elle 
joue le rôle d’un pseudo-substrat qui obstrue l’entrée du site actif29. La régulation 
négative des tyrosine kinases non membranaires passe aussi par l’interaction avec 
des protéines inhibitrices dans le cytoplasme26,29.  
 
Figure 5 : Mécanisme d’activation des tyrosine kinases non membranaires sous l’effet d’interactions 
protéine-protéine, d’après Blume-Jensen et al 11. 
 
L’activation des tyrosine kinases non membranaires correspond à la stimulation de 
l’activité catalytique via la trans-phosphorylation de la boucle d’activation sous l’effet 
d’interactions protéine-protéine impliquant d’autres tyrosine kinases non 
membranaires ainsi que des protéines possédant des résidus phospho-tyrosine et/ou 
des séquences poly-proline. Ces dernières interagissent avec les domaines SH2 et 
SH3 et lèvent ainsi l’auto-inhibition de l’activité catalytique (Figure 5)26,29. La 
phosphorylation à l’extérieur du domaine kinase peut réguler négativement l’activité 
catalytique26.  
 
III. Les inhibiteurs de tyrosine kinases 
 
Depuis la mise sur le marché de l’imatinib en 2001, la classe des inhibiteurs de 
tyrosine kinases (ITK) s’est considérablement développée : 13 AMM ont été octroyées 
entre 2011 et 2014 ainsi que 11 depuis 20158,10. Les ITK constituent aujourd’hui l’une 
des principales classes de thérapies ciblées, puisqu’ils représentent environ 70% 
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(33/48) des inhibiteurs de kinases autorisés par la FDA4,8–10. De plus, de nombreuses 
molécules sont actuellement en phases préclinique et clinique35. 
 
A. Mécanismes d’action 
Après avoir traversé la membrane cytoplasmique, par diffusion passive ou par le biais 
de transporteurs d’influx, les ITK inhibent l’activité de phosphorylation de leurs cibles 
et par là même l’activation des tyrosine kinases membranaires et/ou non 
membranaires et des voies de signalisation en aval. La classification des ITK repose 
sur leurs modes de liaison avec leurs cibles22. La plupart des ITK se lient au niveau 
du site actif, c’est-à-dire au niveau du domaine kinase. Plus précisément, ils se fixent 
le plus souvent au niveau du site de fixation de l’ATP, et non au niveau du site de 
fixation du substrat, car la surface d’interaction disponible y est bien supérieure. De 
plus, la plupart des ITK sont des inhibiteurs réversibles8,29,31,33.  
 
1. Inhibiteurs compétitifs de l’ATP 
Comme leur nom l’indique, ils se lient dans le site actif de la tyrosine kinase, au niveau 
du site de fixation de l’ATP avec lequel ils rentrent en compétition. Ils se fixent plus 
particulièrement au site de liaison de l’adénine d’où ils interagissant avec la région 
charnière, sans généralement exploiter les sites de liaison du ribose et des 
groupements phosphate31,36. Les inhibiteurs compétitifs doivent être de suffisamment 
haute affinité pour pouvoir entrer en compétition avec les fortes concentrations 
intracellulaires d’ATP et être suffisamment sélectifs, malgré le caractère hautement 
conservé du domaine kinase (tout particulièrement en conformation active), pour ne 
cibler que quelques kinases et ainsi éviter un large spectre d’effets indésirables (« off-
target »)36. Du fait de leur mode de liaison, la mutation de résidus d’acides aminés au 
niveau de la région charnière, notamment du résidu « gatekeeper », est une des 
principales causes d’apparition de résistances31,36.  
 
a. Inhibiteurs de type I  
Ils se lient à la conformation active ou « DFG-in » de la tyrosine kinase. Leur structure 
comporte généralement un noyau hétérocyclique azoté qui mime le noyau purine de 
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l’adénine. Il établit une à trois liaisons hydrogène avec la région charnière et porte des 
chaînes latérales interagissant au niveau d’une à deux régions hydrophobes 
adjacentes (Figure 6)22,31,36. 
 
Figure 6 : Mode de liaison des inhibiteurs compétitifs de l’ATP de type I, d’après Zhang et al 31. 
Liaison de PD166326 à la conformation active « DFG-in » de la tyrosine kinase Abl. 
  
 
b. Inhibiteurs de type II 
Ils se lient au niveau du site de fixation de l’adénine et au niveau d’une cavité 
hydrophobe adjacente, dite allostérique, révélée par le positionnement de la boucle 
d’activation lorsque la tyrosine kinase est en conformation inactive ou « DFG-out ». 
Leur structure comporte classiquement un noyau hétérocyclique qui, comme pour les 
inhibiteurs de type I, mime la purine de l’adénine et établit jusqu’à trois liaisons 
hydrogène avec la région charnière. Ils présentent également un groupement 
hydrophobe qui interagit avec la cavité hydrophobe par des interactions de Van der 
Waals. Ils forment par ailleurs une à deux liaisons avec des résidus conservés du 
domaine kinase (aspartate du motif DFG, glutamate), généralement par le biais de 
groupements comportant des hétéroatomes (amide, urée) (Figure 7). Bien qu’ils 
interagissent avec les résidus moins conservés de la cavité hydrophobe, il n’existe 
pas de réelle différence de sélectivité entre les inhibiteurs de type I et de type II22,31,36.  
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Figure 7 : Mode de liaison des inhibiteurs compétitifs de l’ATP de type II, d’après Zhang et al 31. 
Liaison de l’imatinib à la conformation inactive « DFG-out » de la tyrosine kinase Abl. 
 
2. Inhibiteurs compétitifs du substrat 
Comme leur nom l’indique, ils se lient au site de fixation du substrat de la tyrosine 
kinase. Bien qu’ils puissent être davantage sélectifs que les inhibiteurs compétitifs de 
l’ATP et qu’ils restent actifs en cas de mutation des résidus de la région charnière, ces 
ITK sont très peu nombreux. Leur développement est en effet entravé par le fait que 
le site de fixation du substrat, contrairement au site de fixation de l’ATP, est une cavité 
ouverte, peu profonde, mal définie, favorable aux interactions avec un substrat 
protéique plutôt qu’avec de petites molécules de synthèse22,31,36,37. 
 
3. Inhibiteurs allostériques 
Ils se lient au niveau d’un site, dit allostérique, distinct du site de fixation de l’ATP et 
entraînent des changements conformationnels qui rendent la tyrosine kinase 
catalytiquement inactive. Ils se fixent à proximité (type III) ou à distance (type IV) du 
site de fixation de l’ATP et sont des inhibiteurs non compétitifs ou incompétitifs de 
l’ATP. Ils présentent une meilleure sélectivité que les inhibiteurs compétitifs car ils 
interagissent avec des séquences non conservées, propres à chaque tyrosine 
kinase22,31,36. 
 
4. Inhibiteurs covalents 
Ils établissent une liaison covalente dans le site actif de la kinase car ils possèdent un 
groupement électrophile capable de réagir avec le groupement nucléophile d’un 
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résidu d’acide aminé adjacent au site de fixation de l’ATP. Il s’agit le plus souvent 
d’inhibiteurs irréversibles présentant un groupement acrylamide qui réagit avec le 
groupement thiol d’une cystéine présente au niveau de la région charnière (addition 
de Michael). Bien qu’ils aient une activité prolongée et une importante 
affinité/puissance pour leurs cibles, ces ITK restent encore peu développés en raison 
des potentielles toxicités associées à leur réactivité. Par ailleurs, toutes les kinases ne 
disposent pas de résidus cystéine exposés au niveau de leur site actif. Le ciblage de 
résidus lysine, histidine, tyrosine ou méthionine ainsi que le design d’inhibiteurs 
covalents mais réversibles (groupement cyano-acrylamide) sont des stratégies 
apparues dernièrement pour remédier à ces inconvénients22,31,35,36.  
 
B. Relations structure-propriétés pharmacocinétiques/pharmacodynamiques 
Les ITK présentent des similarités structurales, surtout s’ils ciblent les mêmes tyrosine 
kinases, du fait de leur mécanisme d’action et de leurs stratégies de développement25. 
En effet, ils ont été longtemps développés par optimisation chimique de hits identifiés 
par criblage à haut débit de collections de molécules de synthèse. Ces screening ont 
permis de découvrir des noyaux ayant une bonne affinité pour le site de fixation de 
l’ATP, de sorte qu’ils sont majoritairement des inhibiteurs compétitifs de l’ATP. Les ITK 
sont des molécules hétérocycliques aromatiques de synthèse comportant 
fréquemment dans leur structure des noyaux et groupements aniline, anilide, 
quinazoline, benzamide, anilino-pyrimidine, pyrrolo-pyrimidine, pyrazole et/ou 
oxindole25,31. Ils possèdent des propriétés physico-chimiques favorables à leur 
administration par voie orale, comme l’ont montré plusieurs travaux ayant analysé 
dans cette classe les descripteurs moléculaires utilisés dans les règles de Lipinski et 
de Veber. Dans l’ensemble, les ITK sont caractérisés par une faible masse molaire (≈ 
350-500 g/mol), un logP ≤ 5, par un nombre de donneurs et accepteurs de liaison 
hydrogène ≤ 12 (total H bond : nombre de donneurs ≤ 5 et d’accepteurs ≤ 10) et 
par une surface polaire ≤ 140 Å². Les critères dont les seuils sont assez fréquemment 
dépassés sont la masse molaire et le logP. Les ITK sont donc des molécules 
lipophiles, notamment parce qu’ils comportent de nombreux noyaux 
aromatiques25,38,39. Du fait de leur faible solubilité en milieu aqueux, les ITK 
appartiennent essentiellement aux classes II (faible solubilité, forte perméabilité) et IV 
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(faible solubilité, faible perméabilité) de la classification BCS (Biopharmaceutical 
Classification System), ce qui a un retentissement sur leur biodisponibilité. Leur 
absorption est souvent incomplète, variable, limitée par la vitesse de dissolution et 
influencée par la prise alimentaire25,39–41. De plus, leur caractère lipophile détermine 
une très forte fixation aux protéines plasmatiques, une très large distribution tissulaire 
et une élimination par métabolisme hépatique et excrétion biliaire. S’ils sont substrats 
des CYP et des transporteurs d’efflux (P-gp, BCRP), les ITK en sont aussi des 
inhibiteurs39–41. Bien qu’ils soient très fortement métabolisés au niveau hépatique par 
les CYP, essentiellement par le CYP3A4, ils sont caractérisés par un faible coefficient 
d’extraction hépatique (EH < 0,2)41. Leur clairance hépatique est donc influencée par 
des variations de clairance intrinsèque causées, entre autres, par des interactions 
médicamenteuses dont la survenue est favorisée par le mode d’administration par 
voie orale au long cours chez des patients polymédiqués41. De plus, les variations de 
clairance intrinsèque peuvent être liées à la capacité des ITK à induire ou inhiber leur 
propre métabolisme39,41. Il en découle une importante variabilité intra- et 
interindividuelle de l’exposition plasmatique qui peut se traduire par une sous-
exposition entraînant un risque d’échec thérapeutique ou par une surexposition 
responsable de toxicités41. Les ITK sont à l’origine d’effets indésirables de bas grade 
dont le caractère chronique contribue à altérer la qualité de vie des patients et à 
réduire l’observance. Ils sont aussi responsables d’effets indésirables de haut grade 
pouvant parfois mettre en jeu le pronostic vital4. Les ITK sont en particulier 
responsables d’une hépatotoxicité, de bas comme de haut grade, dont la fréquence 
et la sévérité ont conduit les autorités de santé à émettre des alertes sanitaires (mises 
en garde spéciales, « black box warning ») pour 5 d’entre eux (lapatinib, pazopanib, 
ponatinib, regorafenib, sunitinib)42.  
La formation de métabolites réactifs au cours du métabolisme hépatique des ITK est 
un des mécanismes qui pourrait contribuer à la survenue d’effets indésirables 
hépatiques et d’interactions médicamenteuses43,44.  
 
1. Métabolites réactifs 
Bien que le métabolisme des médicaments contribue à la détoxification de 
l’organisme grâce aux réactions de phases I (fonctionnalisation) et II (conjugaison) 
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destinées à les rendre plus polaires et hydrophiles afin de favoriser leur élimination 
par voie biliaire et urinaire, il peut contribuer à la formation de métabolites plus 
toxiques que les molécules mères : les métabolites réactifs. Ce sont des espèces 
réactives électrophiles ou radicalaires formées au cours du métabolisme par bio-
activation (i.e. activation métabolique) de groupements fonctionnels initialement peu 
réactifs appelés structures d’alerte45,46. La bio-activation des structures d’alerte en 
métabolites réactifs survient essentiellement au cours des réactions de phase I, 
notamment au cours du métabolisme oxydatif médié par les CYP, mais d’autres 
réactions de phase I (oxydations catalysées par des myéloperoxydases, réductions 
catalysées ou non par les CYP) et de phase II (glucuronidation, sulfo-conjugaison, 
acétylation) peuvent aussi y concourir. Les métabolites réactifs sont donc formés au 
niveau des tissus disposant des enzymes qui catalysent ces biotransformations, soit 
majoritairement le foie, mais aussi la peau et certaines cellules sanguines 
(progéniteurs myéloïdes, neutrophiles, monocytes/macrophages)45–48. Les 
métabolites réactifs étant des espèces hautement instables et réactives vis-à-vis des 
macromolécules cellulaires (protéines, lipides, ADN), ils sont impliqués dans le 
développement de toxicités au niveau de leurs sites de formation telles que toxicité 
hépatique, cytopénies et toxidermies médicamenteuses45–48. C’est pourquoi les 
structures d’alerte ont été identifiées grâce à l’étude des structures des médicaments 
ayant fait l’objet d’alertes sanitaires ou ayant été retirés du marché du fait de ce type 
de toxicités49,50. Parmi ces structures d’alerte se trouvent des groupements 
fonctionnels et des noyaux tels que o- ou p-alkyl-aniline/anilide, thiazole, furane, 1,3-
benzodioxole, liaisons oléfiniques et acétyléniques, amines tertiaires cycliques 
(pipérazine, pipéridine, morpholine) que l’on retrouve dans la structure des 
ITK49,51. Ces structures d’alerte peuvent être bio-activées en différents métabolites 
réactifs tels que quinones, quinone-imines, quinone-méthylidènes, imine-
méthylidènes, époxydes, aldéhydes, cétènes, iminiums… Mais cette bio-activation 
n’est pas systématique : si la structure d’alerte n’est pas orientée vers l’hème dans le 
site actif des enzymes du métabolisme, alors celles-ci catalysent d’autres voies 
métaboliques45. Différentes méthodes permettent de déterminer si une structure 
d’alerte est bio-activée en métabolite réactif45,51,52:  
Page | 34  
 
- l’étude des voies métaboliques afin d’identifier les métabolites formés in vitro 
et in vivo (« metabolite profiling ») : 
Certains métabolites stables issus de métabolites réactifs peuvent être mis en 
évidence in vitro dans différents modèles biologiques reconnus du métabolisme 
hépatique (microsomes hépatiques qui sont des fractions subcellulaires hépatiques 
riches en CYP, hépatocytes) et in vivo dans différentes matrices (plasma, urine, 
selles). Par exemple, la détection d’oximes dans le métabolisme du lapatinib indique 
qu’un métabolite réactif de type nitroso a été formé53. 
- la dérivatisation des métabolites réactifs par des agents « piégeurs » in vitro 
(« trapping agents »)50,54 : 
Des incubations de microsomes hépatiques ou d’hépatocytes sont réalisées en 
présence d’un ITK et d’un agent nucléophile (agent « piégeur »)  dont la nature dépend 
du métabolite réactif recherché (généralement glutathion, KCN, méthoxylamine ou 
semicarbazide selon que le métabolite réactif est un électrophile mou ou dur). Les 
surnageants d’incubation sont ensuite analysés par chromatographie liquide couplée 
à la spectrométrie de masse (LC-MS) à la recherche d’adduits. Par exemple, un 
métabolite réactif de type quinone-imine peut être détecté sous forme d’adduit du 
glutathion à l’aminophénol correspondant55. Puisque la conjugaison au glutathion est 
une voie de détoxification observée in vivo, les produits de dégradation de ce type 
d’adduits peuvent parfois être détectés dans certains excrétas (adduits à la cystéine, 
à la cystéinylglycine, à l’acide mercapturique)52.  
- la recherche de macromolécules modifiées de façon covalente, 
essentiellement des adduits aux protéines, in vitro et/ou in vivo50,56 : 
Les adduits aux protéines hépatiques peuvent être mis en évidence in vitro 
(microsomes hépatiques, hépatocytes) ou chez l’animal en utilisant des molécules 
radiomarquées45,52. En l’absence de radiomarquage, les protéines peuvent être 
analysées par LC-MS, le plus souvent après digestion protéolytique52. Dans certains 
cas très rares, mais pas pour les ITK, des adduits aux protéines, essentiellement des 
protéines circulantes (albumine, hémoglobine, protéines des neutrophiles), et/ou des 
anticorps dirigés contre ces adduits ont pu être mis en évidence chez l’homme57–65.  
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- l’étude de l’inactivation enzymatique (cf paragraphe III.B.3)54,66–69 : 
Les enzymes impliquées dans la formation des métabolites réactifs sont souvent elles-
mêmes les victimes de leur réactivité. Une perte d’activité enzymatique temps- et 
NADPH-dépendante dénote l’inactivation de l’enzyme par un métabolite réactif. 
Certains ITK ont fait l’objet d’une ou plusieurs de ces études afin d’évaluer la bio-
activation de leurs structures d’alerte et déterminer si la formation de métabolites 




L’hépatotoxicité induite par les ITK a été mise en évidence dès les essais cliniques 
d’enregistrement. Elle a fait partie des toxicités dose-limitantes de certaines molécules 
et a conduit à des arrêts de développement dans certains cas42. Une méta-analyse de 
12 essais cliniques contrôlés versus placebo ayant inclus 3104 patients a montré que 
le risque de survenue d’une toxicité hépatique tous grades confondus/de haut grade 
est 2,42 fois supérieur sous ITK ([IC95% : 1,52-3,85], p = 0,0002)/4,35 ([IC95% : 2,96-
6,39], p < 0,00001). Teo et al ont mis en évidence que l’hépatotoxicité des ITK est 
plutôt cytolytique que cholestatique, puisque les odd ratios associés au 
développement d’une hépatotoxicité de haut grade suite à une élévation de l’ALAT et 
de l’ASAT étaient respectivement de 5,22 ([IC95% : 2,88-9,46], p < 0,00001) et 6,15 
([IC95% : 3,09-12,25], p < 0,00001), alors que l’odd ratio associé à la survenue d’une 
hépatotoxicité de haut grade suite à une élévation de la bilirubine était de 1,76, mais 
cette valeur n’est pas statistiquement significative ([IC95% : 0,59-5,24], p = 0,31)70. 
Deux méta-analyses réalisées sur 6 et 52 essais cliniques ayant inclus 3689 et 18282 
patients respectivement ont plus spécifiquement étudié l’hépatotoxicité des ITK anti-
angiogéniques. Elles ont permis de confirmer les résultats de Teo et al dans cette 
classe d’ITK : les risques relatifs d’élévation tous grades confondus de l’ALAT, l’ASAT 
et de la bilirubine étaient significativement supérieurs sous anti-angiogéniques (1,85 
([IC95% : 1,21-2,82], p = 0,004)/1,57 ([IC95% : 1,38-1,79], p < 0,001) pour l’ALAT, 2,19 
([IC95% : 1,49-3,23], p < 0,001)/1,57 ([IC95% : 1,36-1,81], p < 0,001) pour l’ASAT et 1,79 
([IC95% : 1,50-2,12], p < 0,001)/1,55 ([IC95% : 1,21-1,97], p < 0,001) pour la bilirubine), 
tout comme les risques relatifs d’élévation de haut grade de l’ALAT et de l’ASAT (2,75 
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([IC95% : 1,56-4,82], p < 0,001)/1,66 ([IC95% : 1,25-2,20], p = 0,001) pour l’ALAT et -
/1,61 ([IC95% : 1,21-2,14], p = 0,001) pour l’ASAT)71,72.  
L’hépatotoxicité des ITK se manifeste sous la forme d’élévation de bas grade/de haut 
grade des transaminases chez environ 25-35%/2% des patients, mais l’incidence est 
très variable selon les molécules (6-86%/<1-12%). Ces perturbations biologiques 
surviennent généralement au cours des deux premiers mois de traitement et sont le 
plus souvent spontanément résolutives ou réversibles grâce à une prise en charge 
adaptée. Toutefois, des manifestations sévères d’hépatotoxicité d’évolution parfois 
fatale ont été rapportées, bien que les cas d’insuffisance hépatique soient rares. Une 
surveillance régulière de la fonction hépatique est donc nécessaire afin de pouvoir 
faire un diagnostic précoce42. La prise en charge des patients repose essentiellement 
sur des réductions posologiques et des arrêts thérapeutiques temporaires voire 
définitifs42,43. Dans ce dernier cas, l’ITK hépatotoxique peut être substitué par un autre 
ITK ayant les mêmes cibles sans récidive de toxicité hépatique. L’absence de toxicité 
croisée au sein d’une classe d’ITK, tout comme le fait que tous les ITK soient 
hépatotoxiques (bien qu’à des degrés divers), indique que l’hépatotoxicité ne résulte 
pas d’un effet pharmacodynamique au niveau des tyrosine kinases cibles43.  
Plusieurs mécanismes à l’origine de l’hépatotoxicité des ITK ont été proposés, bien 
qu’il s’agisse d’un phénomène multifactoriel complexe et encore mal élucidé43,51,57,73. 
Puisque les ITK comportent fréquemment des structures d’alerte, la formation de 
métabolites réactifs au niveau du foie est un des mécanismes qui pourraient 
contribuer à la toxicité hépatique. En tant qu’espèces électrophiles, les métabolites 
réactifs peuvent réagir avec les groupements nucléophiles des protéines et de l’ADN 
pour former des adduits par établissement de liaisons covalentes. La modification de 
ces macromolécules peut se traduire par une perte de fonction des protéines, ce qui 
nuit à l’homéostasie cellulaire, et par des lésions à l’ADN. De plus, les métabolites 
réactifs peuvent concourir à l’instauration d’un stress oxydant dans la mesure où ils 
favorisent la formation d’espèces oxygénées réactives et où ils peuvent consommer 
le contenu cellulaire en antioxydants destinés à les détoxifier (déplétion en glutathion 
notamment). Il peut s’ensuivre une mort cellulaire des hépatocytes par apoptose ou 
nécrose43,51. La mise en évidence de certains facteurs de risque d’hépatotoxicité est 
en faveur de l’implication de métabolites réactifs : une dose journalière élevée (≥ 50-
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100 mg/j), une élimination majoritairement hépatique (> 50%) pour les molécules 
substrats des CYP, certains polymorphismes génétiques des enzymes du 
métabolisme (notamment des CYP) et des transporteurs ainsi que certaines 
interactions médicamenteuses (administration concomitante d’inducteurs 
enzymatiques). Tous ces facteurs de risque contribuent en effet à augmenter la 
charge hépatique (« burden ») en métabolites réactifs43,51. De plus, les métabolites 
réactifs sont des haptènes capables de modifier des peptides/protéines, donc de 
créer des déterminants antigéniques reconnus comme « non-soi » par les cellules du 
système immunitaire. Ces déterminants antigéniques peuvent déclencher une 
réaction immunitaire en présence de signaux de danger libérés en réponse à 
différents stimuli (stress oxydant, mort cellulaire, inflammation, infection). L’implication 
de mécanismes immunitaires est soulignée par l’identification d’allèles HLA associés 
au risque d’hépatotoxicité et par la prise en charge efficace de cas d’hépatotoxicité 
par des corticoïdes non inducteurs (prednisolone, méthylprednisolone)43,51,57,73. Il est 
toutefois important de noter que les molécules mères ne sont pas dénuées de toxicité. 
En effet, elles peuvent présenter une toxicité mitochondriale et peuvent inhiber le 
transporteur des acides biliaires (BSEP - Bile Salt Export Pump)9,51,74–77. De ce fait, il 
reste encore très difficile de déterminer l’implication exacte des molécules mères et 
de leurs potentiels métabolites réactifs et donc de connaître les mécanismes sous-
jacents de l’hépatotoxicité des ITK51. Actuellement, il n’y a guère que le lapatinib qui 
a fait l’objet d’études approfondies aussi bien in vitro qu’in vivo78. 
 
3. Interactions médicamenteuses 
Les ITK sont administrés par voie orale au long cours chez des patients souvent 
polymédiqués79. Ils sont principalement éliminés par métabolisme hépatique (EH < 
0,2)41. De plus, ils sont à la fois substrats, inhibiteurs et inducteurs des CYP. Il existe 
donc un important risque d’interaction médicamenteuse44,79.   
Une étude rétrospective a en effet montré que des interactions médicamenteuses sont 
détectées chez la majorité des patients traités par ITK, 45% de ces interactions étant 
susceptibles d’avoir des conséquences cliniques, notamment via des variations de 
l’exposition plasmatique en ITK80. Ces variations sont dues à des interactions avec 
des inhibiteurs et des inducteurs enzymatiques tels que le ketoconazole et la 
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rifampicine qui sont les deux molécules les plus utilisées dans les études d’interaction 
in vitro et in vivo44,79.  
Si les ITK sont les victimes d’interactions médicamenteuses, ils peuvent aussi en 
perpétrer par différents mécanismes44,79,81 :  
- induction enzymatique 
- inhibition enzymatique réversible : 
Une inhibition réversible survient généralement lorsqu’un ITK et un traitement 
concomitant entrent en compétition pour se fixer au niveau du site actif des CYP, une 
molécule inhibant le métabolisme de l’autre.  
- inhibitions enzymatique quasi-irréversible et irréversible : 
Ce type d’inhibition est lié à la formation de métabolites réactifs qui inactivent les CYP 
les ayant générés, de sorte que l’enzyme devient métaboliquement incompétente 
(« mechanism-based inhibition » ou MBI). Ces inhibitions ont souvent davantage de 
conséquences cliniques que l’inhibition réversible. D’une part, l’inactivation des CYP 
persiste après l’arrêt de l’ITK bio-activé, puisque l’activité enzymatique n’est restaurée 
que par synthèse protéique de novo81. D’autre part, les ITK qui inactivent les CYP sont 
susceptibles d’inhiber leur propre métabolisme (auto-inhibition), ce qui modifie la 
nature des CYP les métabolisant et donc leurs voies métaboliques et leurs spectres 
d’interactions médicamenteuses79,81. L’inhibition est dite quasi-irréversible lorsque les 
métabolites réactifs forment un complexe avec le fer ferreux de l’hème (« metabolite 
intermediate complex » ou MIC). Puisque la liaison fer - métabolite réactif est une 
liaison de coordination et non une liaison covalente, l’inactivation enzymatique est 
réversible in vitro sous l’effet d’oxydants (K3[Fe(CN)6], Na2S2O4) ou après dialyse, 
mais elle est irréversible in vivo. De plus, ces complexes présentent d’autres 
caractéristiques in vitro : ils absorbent dans la région de Soret à 450 nm et ne sont 
plus capables de fixer le monoxyde de carbone. Les métabolites réactifs les plus 
fréquemment impliqués dans ce type d’inhibition sont les dérivés nitroso et les 
carbènes respectivement issus de la bio-activation d’amines primaires et de 1,3-
benzodioxole81. L’inhibition est dite irréversible lorsque les métabolites réactifs se lient 
de façon covalente à la porphyrine ou à l’apoprotéine. Dans ce cas, l’inactivation 
enzymatique est irréversible in vitro comme in vivo. Il est possible de distinguer in 
vitro les modifications de la porphyrine de celles de l’apoprotéine, notamment par 
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spectroscopie UV-visible et par étude de l’interaction des CYP avec le monoxyde de 
carbone. Les structures d’alerte généralement associées à l’inactivation des CYP par 
adduction à la porphyrine sont des hydrazines, des sulfures de diallyle, certains  
alcènes et alcynes alors que les groupements et noyaux aminophénol, furane, 
thiophène sont davantage impliqués dans la formation d’adduits à l’apoprotéine81. 
Que l’inhibition soit quasi-irréversible ou irréversible, elle est temps- et NADPH-
dépendante in vitro (« time-dependent inhibition » ou TDI). Cela signifie qu’une pré-
incubation des microsomes hépatiques ou des hépatocytes en présence d’ITK (afin 
que les métabolites réactifs se forment) est nécessaire pour mettre en évidence ce 
type d’inhibition in vitro81. Ces inhibitions sont temps-dépendante in vivo, ce qui 
nécessite également un schéma particulier pour les études d’interaction : les 
substrats test des CYP doivent être administrés après administration de doses 
répétées d’ITK, lorsque l’état d’équilibre est atteint79. 
Les interactions médicamenteuses que causent les ITK sont généralement moins 
étudiées que celles qu’ils subissent, en particulier in vivo44. Des études d’inhibition 
des CYP sont réalisées in vitro dans le cadre des dossiers d’enregistrement, mais les 
rapports scientifiques de la FDA et de l’EMA ne décrivent que très rarement les 
conditions expérimentales et présentent de ce fait des résultats difficiles à interpréter 
(inhibition réversible vs irréversible). L’inactivation des CYP par différents ITK a par 
ailleurs été étudiée in vitro par certaines équipes, mais la mise en  évidence de leur 
bio-activation à l’aide d’agents « piégeurs » n’a été que rarement réalisée en 
parallèle54,56,66–69,78. Comme pour l’hépatotoxicté, il n’y a que le lapatinib qui ait fait 
l’objet d’études approfondies78. 
 
C. Bio-activation, inhibitions enzymatiques et hépatotoxicité des inhibiteurs de 
tyrosine kinases : revue bibliographique  
Le métabolisme, les interactions médicamenteuses et l’hépatotoxicité des ITK ont fait 
l’objet de nombreux articles et revues, mais les relations entre leur bio-activation et 
les interactions et effets indésirables hépatiques qu’ils causent ont été moins étudiées. 
Teo et al ont signé une revue sur les interactions médicamenteuses des ITK qui 
évoque brièvement leur bio-activation44. Jackson et al et Teo et al ont publié des 
revues sur la bio-activation et l’hépatotoxicité des ITK, mais les interactions 
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médicamenteuses ne sont pas mentionnées43,51. Aucune synthèse n’a abordé de 
façon systématique cette problématique sous un angle chimique, c’est-à-dire dans le 
but d’établir un lien entre la présence de structures d’alerte, l’identification de 
métabolites réactifs et la prise en compte de leur réactivité pour expliquer les effets 
indésirables. C’est pourquoi nous avons recensé les différentes structures des 
métabolites réactifs identifiés pour les ITK, en nous focalisant sur leur réactivité 
chimique pour établir un parallèle avec les inhibitions enzymatiques impliquées dans 
les interactions ou la toxicité.  
Ce travail a fait l’objet d’une revue dans Medicinal Research Reviews (acceptée en 
cours de modification). 
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ABSTRACT 
Tyrosine kinase inhibitors (TKI) are small heterocyclic molecules targeting 
transmembrane and cytoplasmic tyrosine kinases that have met with considerable 
success in clinical oncology. TKI are associated with toxicities including liver injury 
that may be serious and even life-threatening. Many of them require warnings in drug 
labelling against liver injury, and five of them have Black Box Warning (BBW) labels. 
Although drug-induced liver injury is a matter of clinical and industrial concern, little is 
known about the underlying mechanisms that likely involve reactive metabolites (RM). 
RM are electrophiles or radicals originating from the metabolic activation of particular 
functional groups, known as structural alerts or toxicophores. RM are able to 
covalently bind to proteins and macromolecules, causing cellular damage and even 
cell death. If the adducted protein is the enzyme involved in RM formation, time-
dependent inhibition of the enzyme - also called mechanism-based inhibition (MBI) or 
inactivation - can occur and lead to pharmacokinetic drug-drug interactions. To 
mitigate RM liabilities, common practice in drug development includes avoiding 
structural alerts and assessing RM formation via RM trapping screens with soft and 
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hard nucleophiles (glutathione, KCN, methoxylamine) in liver microsomes. RM-
positive derivatives are further optimized to afford drug candidates with blocked or 
minimized bio-activation potential. However, different structural alerts are still 
commonly used scaffolds in drug design, including in TKI structures. This review 
focuses on the current state of knowledge on the relations among TKI structures, bio-
activation pathways, RM characterization and hepatotoxicity and cytochrome P450 
MBI in vitro. 
 
Keywords: tyrosine kinase inhibitors, reactive drug metabolites, drug-induced liver 





Tyrosine kinase inhibitors (TKI) are small heterocyclic molecule inhibitors targeting 
membrane-bound (receptors) and cytoplasmic tyrosine kinases that have emerged 
as important targets in oncology due to their key role in cellular signalling and their 
frequent dysregulation in various cancers. TKI have been widely used in clinical 
oncology since the first-in-class drug, imatinib, was approved in 20011. Over the past 
two decades, many compounds have been successfully developed with various 
degrees of selectivity against different tyrosine kinases, including the epidermal 
growth factor receptor (EGFR), the platelet-derived growth factor receptors (PDGFR), 
the vascular endothelial growth factor receptors (VEGFR), Bcr-Abl, ALK, c-Kit, c-Met, 
RET, Src, BTK and JAK2. Moreover, many derivatives designed against novel targets 
are currently under clinical or preclinical development3. TKI were initially designed by 
chemical optimization of leads identified through high-throughput screening4 and 
more recently result from sophisticated discovery strategies3. Since the first 
phenylamino-pyrimidine or anilino-quinazoline derivatives, numerous compounds 
with other nitrogen heterocycles (pyrrolo-pyrimidine, indolinone, indazole, …) have 
been synthesized4 (Figure 1).  
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FIGURE 1: Examples of nitrogen heterocycle cores found in TKI structures. 
 
Albeit targeted drugs, TKI are associated with toxic side effects, including organ injury, 
that may be serious and even life-threatening. To date, amongst the 33 FDA-approved 
TKI, 22 (67%) require warnings for liver injury in drug labelling with Black Box Warning 
(BBW) labels for five compounds (lapatinib, pazopanib, ponatinib, regorafenib, 
sunitinib)5,6. TKI-induced hepatotoxicity is thus a major clinical concern and has been 
reviewed several times from a clinical perspective7–11. Shah et al reported that 25–35% 
of clinical trial patients treated with a TKI derivative showed a low‐grade elevation in 
alanine and/or aspartate aminotransferases, and approximately 2% of them 
developed high-grade increases in serum transaminases, with wide variability among 
TKI10. A recent meta‐analysis including more than 3,000 patients showed a four-fold 
increased risk of high-grade hepatotoxicity in patients treated with TKI compared to 
control patients11.  
Drug-induced liver injury (DILI) is the first cause of drug failures in clinical trials, BBW 
labels and market withdrawals and is thus a matter of clinical and industrial concern. 
Though little is known about its underlying mechanisms, it is thought that DILI could 
be due to reactive metabolites (RM) and might be immune-related. RM can indeed 
occur in liver tissues and ultimately damage them. Their reactivity is associated with 
the presence of an electrophilic moiety or a radical originating from the metabolic 
activation, called bio-activation, of particular functional groups, known as structural 
alerts or toxicophores12–15. The structural alert concept arose from studies aiming at 
identifying structure-toxicity relationships15, some of them focusing on BBW-assigned 
or withdrawn drugs13. Many structural alerts have since been linked to toxicity via the 
formation of RM, such as phenol, aniline, alkoxyaromatic and alkylaromatic ethers or 
amines, (hetero)arylacetic acid, (amino)thiazole, thiophene, hydrazine, 
benzodioxole,… and have been extensively reviewed13,16–18. However, Claesson et al 
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recently stated for numerous drugs including TKI that structural alerts are often 
insufficiently considered, since they are the most straightforward way to predict RM 
chemical hazards19. 
RM have the propensity to covalently bind to proteins and DNA20,21 causing cellular 
damage and cell death. RM can also interact with cytochrome P450 (CYP) enzymes 
and be responsible for their time-dependent inhibition (TDI), also called mechanism-
based inhibition (MBI) or inactivation, leading to pharmacokinetic drug-drug 
interactions (DDI)12,22–26.  
Thus, the RM liability of drug candidates should be a prime consideration in drug 
development15,18,27. Avoiding structural alerts is common practice applied in the 
rational design of new chemical entities to prevent RM formation15,18. As RM are not 
easily detected because of their high reactivity, RM screening using trapping agents 
such as soft and hard nucleophiles (glutathione [GSH], KCN, methoxylamine) in 
metabolism studies and protein covalent binding in liver microsomal incubations are 
commonly used28. RM-positive derivatives are then subjected to additional medicinal 
chemistry modifications to redesign drug candidates with blocked or minimized bio-
activation potential. However, systematically removing “offending” moieties from drug 
candidates has recently been criticized, since the relationship between structural 
alerts and adverse effects is not clear-cut13,15,29. Some marketed drugs showcasing 
structural alerts do not cause DILI because of alternative metabolic pathways and 
detoxification mechanisms, whereas other drugs devoid of known structural alerts do 
cause DILI. Moreover, the avoidance strategy may result in a reduction of the chemical 
space. Consequently, some structural alerts are still commonly used scaffolds in drug 
design and are found in the structures of drugs on the market, including TKI.  
 
This review reports current knowledge on TKI bio-activation, aiming to offer insight 
into the demonstrated or proposed chemical pathways leading to RM for several TKI 
associated with a high risk of liver toxicity or carrying structural alerts (displayed in 
bold, if any, in Figures 2 to 29). Since describing all of the metabolic pathways is 
beyond the scope of this review, we will first focus on the results of experimental or 
theoretical approaches leading to characterizing (or strongly presuming) the RM 
structures generated during TKI metabolism. Secondly, we will focus on the main 
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evidence of CYP MBI, and finally on the current knowledge on liver toxicity caused by 
TKI RM.  
 
2. TYROSINE KINASE INHIBITOR METABOLIC ACTIVATION: EVIDENCE OF 
REACTIVE METABOLITE FORMATION 
 
2.1. Quinones, quinone-imines, imine-methides and quinone-methides  
The electrophilic benzoquinone-imine moiety potentially results from CYP-mediated 
oxidative metabolism of aniline-containing drugs and has been reported for different 
TKI containing this structural feature, especially among the first and second 
generations (dasatinib, erlotinib, gefitinib, imatinib, lapatinib). Crizotinib metabolic 
activation to a pyridine-quinone-imine has also been reported, although this more 
recent TKI derivative contains an aminopyridine, a common aniline replacement 
moiety.  
 
Crizotinib. Crizotinib 1 undergoes piperidine oxidation and O-dealkylation of the 
aminopyridine ring, leading to lactam stereoisomers of O-dealkylcrizotinib 2, which is 
hydroxylated at the o-position. Traces of S-cysteine conjugates 5a and 5b of the O-
dealkylated lactam metabolites were identified by Johnson et al in human urine. They 
are reported to be down-products of GSH adducts 4 resulting from a nucleophilic 
attack by GSH on C2 or C4 of the aminopyridine ring of the o-quinone-imine 
intermediates 330 (Figure 2). 
 
 
FIGURE 2: Proposed mechanism of crizotinib metabolic activation to an o-pyridine-quinone-imine 
derivative upon oxidation of the aminopyridine moiety. 
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Dasatinib. Hydroxylation at the p-position of the chloromethylphenyl ring of dasatinib 
6 leads to its major phase I metabolite 7. As the latter could be bio-activated to a 
reactive p-benzoquinone-imine 8, GSH adducts detected in human liver microsomal 
(HLM) incubations were accordingly proposed as resulting from an hydroxylation at 
the p-position31,32. Other GSH adducts were thought to come from an imine-methide 
9 at the o-position of the phenyl ring, though the oxidation at this position appeared 
to be a minor bio-activation pathway32 (Figure 3). The detection in human plasma and 
excreta of a metabolite hydroxylated on the methyl group at the o-position of the 
phenyl ring supports this metabolic activation route31. Moreover, the introduction of 
different substituents (methyl, fluorine or chlorine) at the p-position in dasatinib 
analogues was not effective to prevent bio-activation. Methyl derivatives led to reactive 
p-imine-methides. Halogenated derivatives gave the same GSH adducts through 
oxidative dehalogenation. Finally, o-benzoquinone-imine formation was not detected 
in the analogues, probably because hydroxylation at the o-position is sterically 
hindered32. 
 




However, some derivatives without a methyl group and bearing two or more halogens 
were not bio-activated, thus giving no GSH adducts32 (Figure 4). 
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FIGURE 4:  Impact of structural modifications on the dasatinib phenyl ring on the formation of quinone-
imine or imine-methide derivatives. 
 
 
Entrectinib. The indazole moiety of entrectinib 10 has been reported to be bio-
activated to a p-quinone-methide RM 12 since GSH adducts have been detected in 
vitro in rat liver microsomal (RLM) incubations. The initial step of the metabolic 
activation is an aromatic hydroxylation (11) on the indazole ring33 (Figure 5). 
FIGURE 5: Proposed mechanism of entrectinib metabolic activation to a p-quinone-methide derivative. 
 
Erlotinib. Among the three primary routes of erlotinib 13 metabolism, hydroxylation of 
the phenyl-acetylene moiety results in the formation of a p-hydroxyaniline 14a34, which 
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could potentially lead to a reactive p-benzoquinone-imine 16 (Figure 6). Its generation 
during erlotinib bio-activation was indirectly demonstrated using GSH trapping 
experiments in HLM incubations and LC-MS analyses35. GSH adduct formation 
catalyzed by CYP3A and CYP1A1/2, although low level, was also detected in vitro in 
pulmonary microsomes, the amount of adduct being significantly higher in pulmonary 
microsomes from smokers35. Although the mechanism was not elucidated, it is 
generally assumed that quinone-imine formation process via semi-quinone radical 
intermediates 15. Li et al suggested that the p-hydroxyaniline 14a could occur through 
the rearrangement of a reactive epoxide 14b generated on the phenyl ring35. This was 
recently confirmed by a theoretical approach using an oxo-ferryl six-coordinate 
porphyrin complex to mimic CYP-mediated erlotinib bio-activation36.  
 
FIGURE 6: Proposed mechanism of erlotinib metabolic activation to a p-quinone-imine through epoxide 
or semi-quinone intermediates. 
 
Famitinib, foretinib, gefitinib, sunitinib. Famitinib 17 (a sunitinib analogue), foretinib 20, 
gefitinib 21 and sunitinib 23 were designed with a fluorine at the p-position of a 
nitrogen-substituted aromatic ring. Oxidative defluorination, though uncommon in 
drug metabolism, has been identified as a minor metabolism pathway in humans for 
both gefitinib37 and famitinib38, but not at all for sunitinib39. For these drugs, GSH 
adducts were detected in vitro in liver microsomal incubations23,38,40–42. As discussed 
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above for dasatinib analogues, these adducts have been suggested to result from p-
quinone-imine derivatives 18, 22 and 25 generated via an oxidative defluorination 
pathway32,38,40–42. For gefitinib, these GSH adducts are indeed unlikely to arise from 
an o-quinone RM, since gefitinib catechol derivative has not been evidenced in vitro 
or in vivo though O-dealkylation is one of its main metabolic pathways37,43. 
Interestingly, famitinib and gefitinib p-quinone-imines are thought to mostly arise from 
epoxidation and defluorination of the parent drugs rather than from oxidation of the 
hydroxylated metabolites38,41. GSH adduct formation was indeed lower when trapping 
experiments were carried out with famitinib hydroxylated derivative 1938. GSH adducts 
were also detected in vitro in pulmonary microsomes, supposedly arising from the 
bio-activation of famitinib and gefitinib to p-quinone-imine RM 18 and 22 catalyzed by 
CYP1A1. The increased amount of GSH adducts in pulmonary microsomes from 
smokers is consistent with CYP1A1 induction by cigarette smoke38,41. Minor cysteine 
conjugates were detected in human plasma and excreta for famitinib 17, confirming 
famitinib bio-activation in vivo38. Surprisingly, GSH adduct formation was not reported 
for foretinib 20, a TKI containing a p-fluorinated aniline. On the basis of LC-MS 
analyses, Kadi et al44 observed a reductive defluorination (loss of fluorine) rather than 
an oxidative defluorination leading to an aminophenol (Figure 7).  
 




FIGURE 7: Proposed mechanisms of famitinib, gefitinib and sunitinib metabolic activation to p-quinone-
imines upon aromatic oxidative defluorination. 
 
 
Imatinib. Although N-demethylation is the primary biotransformation pathway of 
imatinib 26, N-oxidation and hydroxylation of the pyridine, piperazine, pyrimidine and 
p-toluidine rings have been reported. The hydroxylation of the methyl group on the p-
toluidine moiety has been described in many reports45–47. Li et al evidenced a cyanide 
adduct 29 in vitro48. Though KCN is not a common trapping agent for soft 
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electrophiles, Li et al explained the formation of 29 by a bio-activation pathway 
involving dehydration of hydroxymethyl derivative 27 to a p-imine-methide RM 28 
(Figure 8). Otherwise, this soft electrophile did not lead to a GSH adduct, presumably 
because of steric hindrance issues48. These results are in accordance with those of 
Kenny et al who also evidenced cyanide but not GSH adducts in vitro23.   
  
 
FIGURE 8: Proposed mechanism of imatinib metabolic activation to a p-imine-methide intermediate.  
 
Lapatinib. Lapatinib 30 is extensively metabolized by CY3A4 and CYP3A5 to a variety 
of oxidized metabolites. One of the reported biotransformation pathways involves the 
formation of p-aminophenol 31 upon oxidative cleavage of the fluorobenzyl group49. 
Lapatinib bio-activation has been widely investigated and suggested as proceeding 
through different pathways. Among them, the oxidation of O-dealkylated p-
aminophenol 31 could lead to a putative p-benzoquinone-imine RM 32 whose 
formation has been supported by GSH, cysteine and cysteinylglycine adducts 
characterized by LC-MS in in vitro experiments23,50–54 (Figure 9). Moreover, GSH, 
cysteine and cysteinylglycine were also detected when the p-aminophenol 31 was 
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Saracatinib. The structure of saracatinib 33 contains a 1,3-benzodioxole moiety12,16, a 
structural alert that could lead through several oxidation steps (34 and 35) to a 
catechol derivative 36. This catechol could then be further oxidized to an o-quinone 
37 to give GSH adducts as reported in vitro by Chen et al and Attwa et al in HLM and 
RLM55,56. Moreover, using recombinant enzymes, Chen et al also showed that CYP3A4 
was the major enzyme involved in this bio-activation process56 (Figure 10). 
FIGURE 10: Proposed mechanism of saracatinib metabolic activation to an o-quinone derivative. 
 
2.2. Nitroso/oxime derivatives 
Alkylamine-containing drugs 38 and 39 are known to undergo CYP-mediated 
metabolic oxidation to reactive nitroso coumpounds 44 that can either induce toxicity 
or tautomerize to their more stable oxime 45 counterparts. Two pathways are involved 
in the bio-activation of secondary alkylamines 39 to nitroso derivatives 44: the N-
oxidation pathway leading to secondary hydroxylamines 42 and nitrones 43 and to a 
lesser extent the N-dealkylation pathway giving rise to primary alkylamines 40 and 
primary hydroxylamines 4157 (Figure 11). 
 
FIGURE 11: Alkylamine bio-activation pathways leading to nitroso derivatives. 
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Lapatinib. In addition to the formation of the above-mentioned p-benzoquinone-imine, 
other bio-activation pathways have been reported for lapatinib 3049. An oxidation 
cascade initiated by N-hydroxylation of the secondary alkylamine led to a secondary 
hydroxylamine 48. Oxidation of 48 gave rise to two nitrone regio-isomers 49 and 50. 
Hydrolysis of 50 led to a nitroso derivative 53 that tautomerizes to two observed oxime 
stereoisomers 54 and 55. The highly reactive nitroso derivative 53 was also seen to 
possibly participate in toxicity and CYP inactivation (Figure 12). 
  
FIGURE 12:  Proposed mechanisms of lapatinib metabolic activation to aldehyde and nitroso 
derivatives.  
 
The formation of a nitroso compound, confirmed by Barbara et al and Takakusa et al, 
has not been evidenced for other TKI58,59. 
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2.3. Epoxide, oxirene or ketene metabolites 
Alkenes are highly oxidizable and result in the formation of epoxides whereas oxirene 
or ketene derivatives can be formed during alkyne oxidation. All of them are highly 
unstable and can readily react with nucleophilic compounds.  
 
 Axitinib. The biotransformation of axitinib 59 gives rise to sulfoxide and N-glucuronide 
derivatives accounting for 66% of the plasma drug exposure, as well as many oxidative 
metabolites detected only in excreta. Among them is an unusual carboxylic acid 
metabolite resulting from the loss of the pyridine ring via a carbon-carbon bond 
cleavage. A pathway involving the oxidation of axitinib to an epoxide metabolite 60, 
followed by a rearrangement to a putative ketone intermediate 61, has been 
suggested to explain its formation. The ketone could then undergo a Baeyer-Villiger 
rearrangement initiated by the CYP–Fe(III)-OOH attack on the carbonyl leading to an 
ester derivative 63 via an enzyme-bound intermediate 62. The hydrolysis of ester 63 
could ultimately give the carboxylic acid 6460 (Figure 13). Interestingly, Wang et al 
reported a GSH adduct upon axitinib HLM incubation, hypothesized to have arisen 
through an epoxide intermediate24.  
 
FIGURE 13: Proposed mechanism of carboxylic acid formation involving axitinib ethylene bond 
activation to an epoxide intermediate.  
 
Erlotinib. Oxidation of the alkyne moiety of erlotinib 13 to a carboxylic acid is one of 
its three main biotransformation pathways34. Zhao et al recently speculated that bio-
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activation of the alkyne group could lead to oxirene 65 or ketene 66 derivatives61 
(Figure 14), although none of them were detected by Li et al in N-acetyl-lysine trapping 
experiments35. On the contrary, Zhao et al were able to provide evidence of adduct 67 
using bromobenzylamine (BBA) as a trapping agent in vitro in HLM incubations, 
suggesting the involvement of oxirene 65 or ketene 66 intermediates (Figure 14). BBA 
adduct 67, monitored by LC-MS, was detected with erlotinib but not with its vinyl and 
ethyl analogues61. The discrepancies between the two studies might arise from the 
selected trapping agent. Zhao et al used BBA from among several other primary 
amines, as they found it the most effective.   
 
FIGURE 14: Proposed mechanism of erlotinib metabolic activation to oxirene or ketene derivatives 
upon acetylene oxidation. 
 
Ponatinib. Ponatinib 68 biotransformation pathways primarily involve hydrolysis of the 
amide bond in plasma, hydroxylation and piperazine N-demethylation62. CYP1A1-
mediated aromatic hydroxylation of ponatinib was shown using in vitro recombinant 
enzyme incubations63 and mono- and dihydroxylated metabolites 69 and 70 were 
identified in humans62 (Figure 15). GSH adduct formation was observed, with 
recombinant enzymes, in parallel to the disappearance of hydroxylated ponatinib 
metabolites, suggesting that the initial reaction was an epoxidation. Moreover, traces 
of GSH adduct were observed in fecal samples from CYP1A1-humanized mice after 
CYP induction63. Conversely, Kadi et al did not detect GSH adduct in RLM64. Moreover, 
protein adducts were also detected by LC-MS, indicating that ponatinib RM are able 
to generate modified proteins and may contribute to ponatinib toxicity63. Although 
ponatinib 68 contains an alkyne moiety, no evidence of oxirene or ketene generation 
has been observed. 
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FIGURE 15: Proposed mechanisms of ponatinib metabolic activation to putative epoxide intermediates. 
 
2.4. Aldehyde and iminium derivatives 
O- and N-dealkylation are common drug metabolism pathways leading to aldehyde 
derivatives. Drugs containing primary alcohols and tertiary cyclic amines (piperazine, 
piperidine, morpholine) could also lead, after further oxidation, to iminium and 
aldehyde metabolites. These RM are hard electrophiles with a high reactivity potential 
that can be revealed upon reaction with specific trapping agents, i.e. hard 
nucleophiles such as methoxylamine or KCN. Iminium ions or aldehydes have been 
evidenced in the metabolic activation of brigatinib, cediranib, entrectinib, foretinib, 
gefitinib, imatinib, lapatinib, masitinib, ponatinib, saracatinib and vandetanib on the 
basis of adduct detection in trapping studies, whereas pazopanib and sunitinib 
aldehydes have been identified through biomimetic oxidation studies.  
 
Brigatinib, vandetanib. Although brigatinib 71 contains a piperazine ring, the formation 
of iminium RM on the piperidine moiety has been identified since cyanide adducts 
have been detected in vitro in RLM (Figure 16). Moreover, it is interesting to note that 
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brigatinib bio-activation through o-quinone-imine formation appears unlikely, though 
GSH was not used in RLM incubations, since O-demethylation has not been 
observed65. Piperidine bio-activation to iminium and iminium carbonyl derivatives has 
been also reported for vandetanib 72 since cyanide adducts have been detected in 
RLM (Figure 17). Moreover, none of the structural alerts (bromobenzene, aniline, 








FIGURE 17: Proposed mechanism of vandetanib metabolic activation to iminium derivatives. 
 
Cediranib. The in vitro metabolism of cediranib 73 has been investigated in hepatic 
subcellular fractions and hepatocytes from preclinical species and humans67. Two 
carboxylic acid metabolites 74 and 75 were observed in rat and monkey hepatocytes, 
suggesting the formation of aldehyde intermediates. The former, 74, likely arose from 
a hydroxylation of the methyl group on the indole ring, subsequently followed by 
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further oxidation. The latter, 75, could result from an oxidative N-dealkylation on the 
side chain, starting with hydroxylation of the methylene group adjacent to the 
pyrrolidine nitrogen and giving rise to an aldehyde further oxidized to the 
corresponding carboxylic acid (Figure 18). The carboxylic acid metabolite 74 was 
detected in vitro as a minor derivative in one human hepatocyte culture, while 75 was 
not observed67.  
 
FIGURE 18:  Proposed mechanisms of cediranib metabolic activation to putative aldehyde derivatives.  
 
Entrectinib, imatinib, masitinib, ponatinib, saracatinib. All these structures contain a 
piperazine moiety known to lead to iminium intermediates. The mechanism for 
iminium ion formation proceeds via piperazine ring hydroxylation (77) followed by 
dehydration, the unstable iminium ions could then be trapped by cyanide ions. 
Cyanide adducts 79 were indeed detected by LC-MS in vitro in RLM, indicating the 
formation of iminium intermediates 78 on the piperazine ring in saracatinib 33 bio-
activation55. Iminium carbonyl intermediates were also observed after subsequent 
piperazine oxidation. Similar metabolic activation pathways on the piperazine ring 
were reported for imatinib 2648  in  HLM and for entrectinib 1033, masitinib 7668  and  
ponatinib 6864  in RLM (Figure 19). 
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FIGURE 19: Proposed metabolic activation mechanisms of the piperazine ring to iminium derivatives. 
 
Famitinib, sunitinib. Sunitinib 23 is extensively metabolized by CYP3A4, mainly by N-
de-ethylation or by indolylidene oxidation in humans39. A recent study using 
biomimetic metalloporphyrin catalysts and HLM revealed the formation of new 
metabolites including alcohol 81 and aldehyde 82 derivatives. Contrary to Kenny et al, 
who did not report detecting methoxylamine adduct in HLM incubations, formation of 
oxime 83 substantiated the reaction between the aldehyde 82 and methoxylamine23,69. 
Interestingly, the corresponding carboxylic acid was not detected. This regioselective 
oxidation of the methyl group at the -pyrrolic position has not been previously 
reported. Oxidation on the dimethylpyrrole moiety has been detected in mice, rats and 
monkeys, but without determining the exact oxidation position39,70. Although the -
pyrrolic position is incorporated in a lactam ring for its analogue famitinib 17, oxidation 
on the pyrrole ring was also detected in humans by LC-MS analyses, albeit, 
unfortunately without fully characterizing the corresponding metabolite38. No other 
aldehyde metabolite was evidenced69. However, the formation of the carboxylic acid 
84 was reported in mice and monkeys, possibly arising from an aldehyde intermediate 
through N-dealkylation on the side chain39,70. Similarly, a carboxylic acid metabolite 
80 was identified in humans for famitinib 17 in urine and feces38 (Figure 20). Finally, 
bio-activation of the alcohol derivative 81 to a methide RM, mentioned by Claesson et 
al, has not been observed, but GSH has not been used in this study19,69. 
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FIGURE 20: Proposed mechanism of sunitinib metabolic activation to an aldehyde intermediate; 
famitinib and sunitinib biotransformations to carboxylic acids are also presented. 
 
 
Foretinib. Foretinib 20 metabolism was investigated in RLM. Kadi et al carried out RLM 
incubations with KCN and methoxylamine since hard electrophile generation can be 
expected upon bio-activation of morpholine-containing drugs such as foretinib44. 
Methoxylamine adducts 86 were identified, likely arising from the formation of an 
aliphatic aldehyde 85 through morpholine ring N-dealkylation. The formation of 
iminium intermediates 88, evidenced by cyanide adducts 89, was also reported for 
foretinib 20 after hydroxylation (87) and dehydration of the morpholine ring via a 
pathway previously described for drugs containing other cyclic tertiary amines16,42 
(Figure 21).  
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FIGURE 21:  Proposed mechanisms of foretinib metabolic activation: a) aldehyde formation via foretinib 
N-dealkylation pathway; b) iminium formation via morpholine hydroxylation/dehydration pathway. 
 
Gefitinib. During metabolism studies, aldehydes generated through morpholine ring 
oxidation have been identified using reference standards in rats and dogs, as well as 
in HLM incubations37,43, a finding consistent with the methoxylamine adducts reported 
by Kenny et al23. The latter also reported cyanide adducts in HLM incubations whose 
generation was later confirmed by Liu et al23,42. Using a metabolomic approach and 
LC-MS analyses, they investigated the metabolic pathways of gefitinib 21 in mouse 
liver microsomes (MLM) and HLM. Among 34 metabolites and adducts (GSH, 
methoxylamine, cyanide), two new aldehydes 90 and 91 and one iminium 92 RM were 
reported42. Gefitinib N-dealkylation on the side chain, alone or in combination with 
oxidative defluorination, gave rise to these aldehydes whose generation was attested 
to by detection of the corresponding alcohols, carboxylic acids and oximes. The 
cyanide adduct occurring at the morpholine ring was thought to arise through 
activation of the cyclic tertiary amine to an iminium intermediate 92. Although no oxime 
adduct was identified, gefitinib O-dealkylation also promotes the formation of 4-
morpholinopropanal 93 possibly contributing to its toxicity (Figure 22). Using 
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recombinant CYP isoforms and CYP3A4 inhibitors, CYP3A was shown to be the major 
enzyme contributing to formation of aldehydes 90 and 91, whereas multiple enzymes 
(CYP1A2, CYP2C, CYP2D6, CYP3A4) contributed to the formation of the iminium 
derivative 9242.  
  




Imatinib. A methoxylamine adduct was detected by Li et al in HLM incubations 
consistent with Kenny et al23,48. The RM structure was not elucidated given the small 
amount of adduct. We can only speculate on the formation of an aldehyde 
intermediate through oxidation of the methyl group on the p-toluidine ring or through 
oxidative deamination of the piperazine ring. These hypotheses are in agreement with 
the results of in vitro and in vivo metabolism studies, reporting alcohol and aldehyde 
derivatives on the p-toluidine moiety as well as alcohol and carboxylic acid 
metabolites after loss of the piperazine ring45–47,71. 
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Lapatinib. Lapatinib 30 in vivo metabolism, investigated by Castellino et al, promotes 
the formation of methylsulfonyl acetaldehyde 51, furfuraldehyde 57 and a carboxylic 
acid 58 as the final step of the cascade through the hydrolysis of two nitrones 49 and 
50. -carbon oxidation at C6 was also proposed to generate furfuraldehyde 57 (Figure 
12). Although the formation of 51 was only assumed from the observed oxime down-
products 54 and 55, the furfuraldehyde derivative 57 was detected and characterized 
by comparison with an authentic standard49. These findings concur with Kenny et al’s 
report of methoxylamine adducts in HLM23. The highly reactive aldehydes 51 and 57 
were also seen to possibly participate in toxicity. 
 
Pazopanib. Pazopanib 95 is primarily metabolized by CYP3A4 to four main 
metabolites resulting from N-demethylation and hydroxylation of the methyl groups 
on the aniline moiety and the indazole ring 96 and 9772,73. Although Kenny et al, 
several years ago, reported the formation of adducts in the presence of GSH and 
methoxylamine during HLM incubations, pazopanib bio-activation has only recently 
been elucidated23. The formation of aldehyde 98b upon regioselective oxidation on 
the indazole ring was demonstrated in vitro with both biomimetic metalloporphyrin 
catalysts and HLM and confirmed by the formation of oxime derivative 99 with 
methoxylamine69. These results are in agreement with the carboxylic acid metabolite 
reported by the sponsor in HLM, human hepatocytes and human urine, even if its 
structure is not fully characterized74. The formation of the two aldehydes 98a and 98b 
was reported in vitro in HLM incubations and in mice urine and feces, with a possible 
oxidation of 98b into the corresponding carboxylic acid, although its characterization 
is not clearly reported75. It is interesting to note that the formation of a p-imine-methide 
upon oxidation of the p-methylaniline structural alert, mentioned several times13,15,19, 
is suggested by the detection of a GSH adduct in vitro23, of cysteine, N-acetylcysteine 
and glycylcystein adducts in mice urine and feces, although this bio-activation 
mechanism was nor clearly reported, nor discussed75, and of cysteine and N-
acetylcysteine adducts in human urine74 (Figure 23). 




FIGURE 23: Proposed mechanism of pazopanib metabolic activation to aldehyde intermediates. 
 
 
3. TYROSINE KINASE INHIBITORS AND CYP ENZYMES: EVIDENCE OF TIME-
DEPENDENT INHIBITION 
 
3.1. Time-dependent inhibition mechanisms: detection and characterization  
Several studies have demonstrated that most TKI are prone to causing DDI since they 
are oral drugs prescribed over a long period of time to patients with co-medications 
and because they are CYP inhibitors. TKI interfere with CYP by direct or reversible 
inhibition, but also by mechanism-based inhibition (MBI)12,22–26. MBI arises from the 
bio-activation of drugs to RM, that have the propensity to permanently inactivate the 
enzyme involved in their generation by different mechanisms: 
A. covalent binding to the heme porphyrin ring; 
B. coordination (quasi-irreversible binding) to the prosthetic heme iron to form a 
metabolite-intermediate (MI) complex; 
C. covalent binding to the apoprotein, especially to key amino acids with 
nucleophilic side chains (arginine, cysteine, lysine). 
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The various types of MBI have been thoroughly reviewed, and are illustrated in Figure 
24 using some typical structural alerts (acetylene derivatives, aliphatic or aromatic 
amines and 1,3-benzodioxoles)12,76–78. In vitro, MBI is concentration-, NADPH-, and 
time-dependent, and different assay procedures make it possible to distinguish 
among the different above-mentioned mechanisms of inactivation. In any case, MBI is 
irreversible in vivo, so that the loss of catalytic activity can only be restored by de novo 
synthesis of the enzyme. Unlike reversible inhibition, MBI has sustainable effects, even 
after discontinuation of the perpetrator drug, thus leading to marked pharmacokinetic 
DDI and alterations of the parent drug metabolism (auto-inhibition)79.  
The potential of TKI to cause DDI has been explored using in vitro expriments with 
different CYP probe substrates to identify which enzyme is inactivated. Attempts to 
clarify the type of CYP inactivation (quasi-irreversible, irreversible) have been 
performed using different approaches12,76: UV/visible spectroscopy (absorbance in 
Soret region), dialysis experiments and LC-MS detection of adducts in RM trapping 
experiments. 
Indeed, most of the TKI shown to induce RM in the first part of this review have been 
reported to be time-dependant CYP3A4 inhibitors, some of them also exhibiting a 
weak or moderate CYP2C8 TDI22–26. The second part of the review thus summarizes 
the results of studies on CYP inactivation by TKI, especially when it is supported by 
evidence of RM formation in the presence of trapping agents. Literature data on RM 
formation and CYP TDI caused by several tyrosine kinase inhibitors (TKI) are reported 
in Table 1. 









    
    
    
Table 1Table 1: Literature data on reactive metabolite formation and time-dependent inhibition of cytochromes P450 (CYP) caused by several tyrosine kinase inhibitors (TKI). 
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Imatinib-simvastatin 
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BBA: Bromobenzylamine; CH3ONH2: Methoxylamine; DDI: Drug-drug interactions; GSH: Glutathione; HLM: Human liver microsomes; KCN: Potassium cyanide; NA: Not 

































































22, 25, 66, 104 
 
3.2. Mechanism-based inhibition of CYP caused by reactive metabolite positive 
tyrosine kinase inhibitors 
 
Axitinib. Axitinib 59 is primarily metabolized by CYP3A4 and to a lesser extent by 
CYP1A2. CYP1A2 TDI was studied and ruled out by the sponsor, while data on 
CYP3A4 and CYP2C8 TDI are not available80.  A few years later, Filppula et al did not 
detect CYP3A or CYP2C8 TDI in vitro25, whereas Wang et al noted a weak CYP3A4 
but not CYP2C8 TDI24. However, both authors make similar DDI predictions, and both 
imply that axitinib is unlikely to cause clinically significant DDI with CYP3A4 and 
CYP2C8 substrates. TDI was related to RM formation since a GSH adduct coming 
from a putative epoxide 60 was observed24 (Figure 13). 
 
Crizotinib. Crizotinib 1 is both a substrate and a time-dependent inhibitor of CYP3A4/5. 
This CYP3A TDI, detected by the sponsor and by Filppula et al, is reported to be 
involved in the time-dependent pharmacokinetics of crizotinib (40% decrease of oral 
clearance upon multiple dosing) and in a DDI with a CYP3A probe substrate, 
midazolam, in vivo12,25,81. The incorporation of TDI parameters, characterized in 
human hepatocytes, to a pharmacokinetic model indeed allowed authors to 
accurately predict crizotinib steady-state exposure as well as crizotinib-midazolam 
DDI82. The CYP3A inactivation is likely due to o-quinone-imine RM 3, since O-
dealkylated derivatives 2 are among crizotinib main metabolites in vivo and since 
cysteine conjugates 5a and 5b originating from putative GSH adducts 4 have been 
evidenced in vivo30 (Figure 2). CYP2C8 TDI was not investigated by the sponsor and 
was ruled out by Filppula et al25,81. 
 
Dasatinib. Dasatinib 6 is primarily cleared by CYP3A4. In its drug application, dasatinib 
was reported to be a time-dependent inhibitor of CYP3A4 in HLM. An in vivo drug 
interaction study was even carried out by the sponsor, but failed to truly assess the 
clinical relevance of this TDI due to an inadequate study design83. CYP3A4 TDI caused 
by dasatinib has since been reported in several studies similarly dismissing CYP2C8 
TDI23–25,32. The clinical significance of CYP3A4 TDI still needs to be addressed since 
DDI predictions have given conflicting results. Wang et al did not predict a DDI using 
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paclitaxel as the victim drug, whereas Kenny et al reported a weak interaction potential 
using midazolam23,24. RM formation has been considered causative of CYP TDI since 
GSH adducts have been reported in HLM incubations23,32, presumably originating 
from an o-imine-methide 9 or a p-quinone-imine 8, the latter resulting from the major 
metabolite in humans, a derivative p-hydroxylated on the chloromethylphenyl ring 732 
(Figure 3). Moreover, most of dasatinib analogues able to generate RM (quinone-
imine/imine-methide, Figure 4) remained CYP3A4 inactivators32. Methoxylamine 
adducts observed in HLM incubations could arise from an aldehyde intermediate 
located on the piperazine side chain, since carboxylic acid metabolites have been 
detected in humans23,31. 
 
Erlotinib. In humans, erlotinib 13 is predominantly metabolized by CYP3A4/5 and to a 
lesser extent by CYP1A2. In in vitro registration studies, erlotinib was already shown 
to exhibit TDI of CYP3A4. CYP1A1 inhibition was likely considered to be related to RM, 
although this had not been confirmed, and CYP2C8 was not mentioned84. Several 
studies22–25,35,61,85,86 further investigated inhibition of a panel of CYP enzymes by 
erlotinib, demonstrating that erlotinib is a time-dependent inhibitor of CYP3A23,25,85,86, 
CYP3A4/561, CYP3A4 and CYP2C824, CYP3A4/5 but not CYP1A135. Conversely, 
however, Zimmerlin et al did not detect CYP3A inactivation22. Through DDI 
predictions, Wang et al reported erlotinib DDI risk with CYP3A4 substrates to be low24. 
This was confirmed in vivo by Calvert et al, using midazolam as the victim drug86. On 
the contrary, erlotinib-simvastatin DDI has been incriminated in a case-report of 
simvastatin-mediated rhabdomyolysis87. RM involvement in TDI was substantiated by 
the detection of GSH, methoxylamine and BBA adducts23,35,61. Methoxylamine 
adducts might arise through aldehyde intermediates, since carboxylic acid 
metabolites originating from O-demethylation on erlotinib side chains are generated 
in humans, but this hypothesis has not been confirmed yet23,34. Li et al showed that 
CYP3A4/5 and to a lesser extent CYP1A1, CYP1A2 and CYP2D6 are involved in 
forming GSH adducts, most likely by means of p-quinone-imine 16 and epoxide 14b 
RM (Figure 6), but only CYP3A4/5 was inactivated after pre-incubation with erlotinib. 
They ruled out oxidation of the acetylene moiety as the key to erlotinib bio-activation 
pathway for two reasons: oxidation of the alkyne group was not proven using N-acetyl-
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lysine, and RM formation was also observed with erlotinib analogues devoid of 
acetylene moiety (GSH adduct)35. Zhao et al recently proposed that CYP3A4/5 
inactivation mainly involved alkyne oxidation (oxirene 65 or ketene 66 RM, Figure 14), 
shown by BBA adduction61. CYP inactivation is thought to occur through covalent 
binding of RM to the apoprotein, since an erlotinib-lysine adduct has been identified 
after proteolytic digestion of HLM incubations61.  
 
Gefitinib. Gefitinib 21 is extensively metabolized by CYP3A4/5 and CYP2D688. In vitro 
CYP inhibition studies carried out by the sponsor did not mention any TDI liabilities89. 
Nor did Zimmerlin et al detect gefitinib as a CYP3A inactivator22. Similarly, Li et al 
reported that none of the investigated CYP, including CYP3A4/5 and CYP1A1, were 
inactivated41. However, Filppula et al reported that gefitinib is a time-dependent 
CYP3A inhibitor25. This finding concurs with Wang et al observing CY3A4 and, to a 
lesser extent, CYP2C8 inactivation after HLM pre-incubation24. Kenny et al reported 
CYP3A, but also CYP2D6 TDI, gefitinib being the only one out of nine tested TKI to 
inactivate this specific CYP isoform23. DDI predictions from the latter three teams 
presented conflicting results. No clinically relevant DDI potential was attributed to 
gefitinib with CYP3A4 and CYP2C8 substrates by Filppula et al and Wang et al, 
whereas Kenny et al showed a weak clinical significance with midazolam as the victim 
drug. Further investigations are thus necessary. An in vivo DDI study carried out by 
the sponsor showed a 30% increased metoprolol (CYP2D6 substrate) exposure when 
given in combination with multiple doses of gefitinib. This effect was not considered 
clinically significant and did not warrant metoprolol dose reduction89. RM involvement 
in CYP3A TDI has been suggested by the detection of adducts in the presence of 
trapping agents (GSH, KCN, methoxylamine) in microsomal and hepatocyte 
incubations23,41,42. CYP3A4 has indeed been shown to be the major enzyme 
contributing to the formation of aldehydes 90 and 91 and iminium 92 RM in gefitinib 
bio-activation, even if their involvement in TDI has not been further investigated42 
(Figure 22). Interestingly, Li et al did not detect CYP3A4 and CP1A1 inactivation, 
although these CYP were involved in the formation of GSH adducts arising from the 
putative p-quinone-imine 2241 (Figure 7). 
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Imatinib. Imatinib 26 is mainly metabolized by CYP3A4. CYP TDI was not reported in 
drug approval, as confirmed by Zimmerlin et al22,90. Conversely, CYP3A23,91 and 
CYP3A424,92 TDI was evidenced and linked to RM formation since cyanide and 
methoxylamine adducts were observed in vitro23,48. Different RM have indeed been 
proposed: p-imine-methide 28 as well as iminium and iminium carbonyl 78 (Figures 8 
and 19). The structure of the methoxylamine adduct was not elucidated because of its 
low level in HLM incubations, but it could possibly arise from an aldehyde intermediate 
generated on the p-toluidine moiety or through oxidative deamination of the 
piperazine ring. These hypotheses concur with the results of in vitro and in vivo 
metabolism studies, reporting alcohol and aldehyde derivatives on the p-toluidne 
moiety, as well as alcohol and carboxylic acid metabolites after loss of the piperazine 
ring45,71. Based on in silico simulations, CYP3A4 TDI is thought to be involved in 
CYP3A4 auto-inhibition upon imatinib multiple dosing, leading to a greater role for 
CYP2C8 in imatinib metabolism than originally assumed93. Imatinib was indeed shown 
to be insensitive to potent CYP3A4 inhibition in vitro and at steady state in vivo91,94. 
Moreover, at clinically relevant imatinib concentrations, CYP3A4 TDI was predicted to 
cause 90% loss of catalytic activity, while CYP2C8, which is 15 times more efficient 
than CYP3A4/5 in imatinib N-demethylation, was not inactivated92,95. The involvement 
of CYP3A4 TDI in imatinib DDI with CYP3A4 substrates has also been studied in silico. 
While Wang et al reported a weak DDI potential using paclitaxel as the victim drug, 
Kenny et al estimated a strong DDI potential based on the fold-change in midazolam 
exposure23,24. In vivo, imatinib was shown to reduce CYP3A4 activity by 10-70%96. At 
steady state, imatinib was also shown to cause a 70% reduction of simvastatin 
clearance, leading to a 3.5-fold increase in simvastatin exposure in vivo97.    
 
Lapatinib. Lapatinib 30 is primarily metabolized by CYP3A4 and CYP3A5 with a minor 
contribution of CYP2C8. CYP3A4 inactivation has been reported by the sponsor, 
which is consistent with a modest inhibition of lapatinib metabolism in vitro (auto-
inhibition) and a time-dependent increased exposure upon chronic dosing98,99. 
Lapatinib has since been reported to be a time-dependent inhibitor of CYP3A23, 
CYP3A4 and CYP2C824. GSH and methoxylamine adducts have been evidenced, 
involving RM in CYP inhibition23,50,51. The mechanisms of CYP3A inactivation have 
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been extensively studied50–52,58,59,100. For Teng et al, the formation of a p-quinone-
imine 32 that covalently modifies the CYP3A4 apoprotein and/or heme is considered 
to be the most likely mechanism to explain CYP3A4 MBI50 (Figure 9). This hypothesis 
was supported by the absence of a Soret peak characteristic of a MI complex, by 
decreased detection of CYP3A4-CO complex in the presence of lapatinib and by 
detection of a GSH adduct derived from O-dealkylated lapatinib (p-aminophenol 31, 
Figure 9). On the contrary, Takakusa et al and Barbara et al postulated that CYP3A4 
(but not CYP3A5) inactivation is quasi-irreversible and that it proceeds via MI complex 
formation, and excluded RM adduction to the apoprotein or heme58,59. A nitroso 
metabolite 53, arising from a nitrone intermediate 50 and detected as its stable oxime 
tautomers 54 and 55 in MS analyses, could indeed coordinate the ferrous heme iron 
to form an MI complex (Figure 12). This complex was illustrated by a characteristic 
Soret peak and was disrupted in vitro through heme iron oxidation by potassium 
ferricyanide. On the other hand, CYP3A5 MBI appeared to be associated with the 
covalent adduction of a p-quinone-imine metabolite 32 to CYP3A5 apoprotein51 
(Figure 9). This inhibition was confirmed by the identification of a GSH adduct by LC-
MS, the poor recovery of CYP activity upon dialysis and the lack of a Soret peak. 
Therefore, depending on the enzyme (CYP3A4 versus CYP3A5) and its predominantly 
catalyzed biotransformation pathways (O-dealkylation versus N-oxidation) leading to 
different RM (nitroso versus p-quinone-imine metabolite), lapatinib can cause quasi-
irreversible or irreversible CYP inactivation100. CYP3A4 preferentially catalyzes 
lapatinib N-oxidation, while CYP3A5 preferentially catalyzes lapatinib O-dealkylation, 
which is consistent with the results of a docking study of lapatinib into CYP3A4 and 
CYP3A551,52. A phenylalanine residue in CYP3A4 is involved in a -stacking interaction 
with the chlorophenyl ring, orienting lapatinib side chain toward the heme. A leucine 
residue in CYP3A5 favors the interaction of the fluorobenzyl ring with the heme 
instead. Overall, CYP3A4 appeared more efficient than CYP3A5 in lapatinib 
metabolism and was inactivated to a greater extent, based on the enzymatic kinetic 
parameters52. These inactivations could lead to clinically significant DDI with CYP3A 
substrates paclitaxel and midazolam, since DDI predictions revealed a weak or strong 
DDI potential, respectively23,24. 
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Pazopanib. No evidence of TDI of any of the CYP enzymes investigated in HLM 
incubations was reported by the sponsor101. Conversely, pazopanib 95 has since 
been shown to be a CYP3A4 time-dependent inhibitor in vitro23–25, whereas there was 
no obvious CYP2C8 TDI when paclitaxel or amodiaquine were used as probe 
substrates24,25. In silico DDI predictions using paclitaxel as the victim drug showed 
that a strong interaction with CYP3A4 substrates is likely in vivo24. Trapping studies 
performed in vitro evidenced the formation of adducts with methoxylamine and to a 
lower extent with GSH, suggesting a link between RM formation and CYP TDI23,69. 
These results concur with the detection of aldehyde intermediates 98a and 98b in vitro 
and in mice69,75 and of cysteine, N-acetylcysteine and glycylcysteine adducts 
underlying the formation of a p-imine-methide RM in mice75 (Figure 23). 
 
Ponatinib. Ponatinib 68 is metabolized by CYP3A4. Ponatinib was not found to cause 
CYP MBI in vitro102. Recently, the bio-activation of ponatinib to an electrophilic epoxide 
has been suggested63 (Figure 15). Ponatinib metabolic activation to iminium RM 78, 
evidenced as cyanide adducts 79, has also been reported64 (Figure 19). Moreover, 
ponatinib might also lead to aldehyde RM, since a carboxylic acid and a glucurono-
conjugated carboxylic acid have been detected in human plasma and/or excreta. The 
former arises through the N-dealkylation of the piperazine ring, and the latter through 
oxidation of the piperazine methyl group62. However, to the best of our knowledge, no 
other study has been undertaken to reassess CYP MBI. 
 
Saracatinib. Saracatinib 33 is metabolized by CYP3A4. In vitro experiments showed 
that saracatinib is also a CYP3A time-dependent inhibitor25,56. Taking into account TDI 
of intestinal and hepatic CYP3A, saracatinib therapeutic concentrations were 
predicted to significantly increase (up to eight-fold) the exposure of a CYP3A probe 
substrate. Moreover, this inactivation is thought to be involved in saracatinib non-linear 
pharmacokinetics via CY3A auto-inhibition25. Filppula et al speculated on the 
involvement of piperazine ring bio-activation in saracatinib CYP TDI. This has recently 
been confirmed by the detection of cyanide adducts 79 arising from iminium RM 78 
on the piperazine ring55 (Figure 19). CYP3A TDI could also involve the formation of an 
o-quinone RM 37. 1,3-benzodioxole bio-activation has indeed been evidenced since 
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a catechol derivative 36 and a GSH adduct have been detected and characterized by 
comparison with synthetic standards55,56 (Figure 10). Moreover, saracatinib catechol 
derivative 36 was also involved in GSH adduct formation and CYP3A4 TDI56. 1,3-
benzodioxole bio-activation to a carbene RM was ruled out since CYP irreversible 
inhibition has been observed in vitro whereas carbene RM are involved in CYP quasi-
irreversible inhibition through MI complex formation25. 
 
Sunitinib. TDI of the major CYP enzymes was not reported during sunitinib 23 
development103. Zimmerlin et al also did not report CYP3A inactivation22. However, 
further in vitro studies were carried out to assess sunitinib potential TDI liabilities 
against CYP3A4 and CYP2C8 using midazolam, testosterone, amodiaquine and 
paclitaxel as probe substrates in HLM incubations23–25. Sunitinib appeared to exhibit 
a strong TDI of CYP3A4 and a weak TDI of CYP2C824. Filppula et al gave evidence of 
CYP3A but not CYP2C8 TDI25. These results concur with those of Kenny et al, who 
also reported GSH conjugates in HLM incubations, suggesting RM involvement23. RM 
formation was indeed recently reported: a p-quinone-imine RM 25 arising from 
oxidative defluorination and an aldehyde intermediate 82 respectively detected as 
GSH and methoxylamine (83) conjugates40,69 (Figures 7 and 20). Conversely, bio-
activation of the ethylene bond to an epoxide RM has not been reported. DDI 
computations taking into account CYP3A TDI gave conflicting results, since 
predictions indicated either no or weak DDI potential with CYP3A substrates23,24. 
Further investigations are thus needed.    
 
Vandetanib. The CYP TDI potential of vandetanib 72 was ruled out by in vitro 
experiments carried out by the sponsor, and confirmed for CYP3A and CYP2C8 by 
Zimmerlin et al and Filppula et al22,25,104. Piperidine bio-activation to iminium and 
iminium carbonyl RM has recently been evidenced in vitro66 (Figure 17). Since CYP 
inactivation has not been assessed in this study, RM significance in respect to CYP 
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3.3. Mechanism-based inhibition for tyrosine kinase inhibitors with unexplored 
reactive metabolite formation  
 
Alectinib. Alectinib 100 is primarily metabolized by CYP3A4 by morpholine 
oxidation105,106. Alectinib and its main metabolite, a product of morpholine ring 
cleavage, exhibited weak and irreversible TDI of CYP3A4 out of the seven tested CYP 
in HLM experiments. In vitro data suggest a low risk of DDI in vivo, that has been 
confirmed in in silico simulations with repaglinide, a CYP2C8 substrate, and in vivo 
with the CYP3A probe substrate midazolam106,107. To the best of our knowledge, 
neither trapping screen results nor RM structure have been reported for alectinib. So 
we can only speculate on the formation of aldehyde RM through morpholine opening, 
since minor hydroxymorpholine (lactol or carbinolamine) and carboxylic acid 
metabolites have been shown in vitro and in vivo105,106 (Figure 25). 
 
  
FIGURE 25: Structures of alectinib and its hydroxymorpholine and carboxylic acid metabolites. 
 
 
Bosutinib. Bosutinib 101 is mainly metabolized by CYP3A4. In vitro experiments 
carried out by the sponsor revealed that bosutinib did not exhibit CYP3A, CYP2C9, 
CYP2C19 or CYP2D6 TDI; data on CYP2C8 TDI are not available108. Among the 14 TKI 
studied by Filppula et al, bosutinib was the only one causing CYP2C8 TDI, but this 
inactivation was reported as being unlikely to lead to clinically relevant DDI according 
to in silico DDI predictions25. In agreement with the manufacturer’s data, bosutinib did 
not exhibit CYP3A TDI25. Conversely, Wang et al reported a weak CYP3A4 TDI but not 
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for CYP2C824. To date, the underlying mechanisms of these inactivations have not 
been studied. Thus we can only speculate on the role of a p-quinone-imine RM15 
generated through oxidative dechlorination since one of the major metabolites found 
in HLM, human hepatocytes, plasma and excreta is an aminophenol derivative 102109 
(Figure 26). Similarly, the bio-activation of the piperazine ring to iminium RM has thus 
far not been reported. 
 
 
FIGURE 26: Oxidative dechlorination of bosutinib leading to an aminophenol structural alert. 
 
Brigatinib. Brigatinib 71 is almost exclusively metabolized by CYP2C8 and CYP3A4. 
Brigatinib did not inactivate any of the tested CYP in vitro. Therefore DDI arising 
through CYP inhibition are not expected by the sponsor110. In this context, further 
studies are needed to determine the significance of the iminium RM recently detected 
as cyanide adducts65 (Figure 16). 
 
Cediranib. Cediranib 73 is primarily metabolized by flavin mono-oxygenases (FMO) 
and UDP glucuronosyltransferases (UGT) to N-oxide and glucuronide metabolites. 
CYP only minimally metabolize cediranib to mono-, di- and tri-oxygenated 
metabolites67,111. Zimmerlin et al showed that cediranib is not a CYP3A inactivator22. 
As cediranib is neither a major CYP substrate nor a CYP enzyme inhibitor, its DDI 
potential is considered low. However, its metabolic fate has not been sufficiently 
characterized, since several metabolite structures could not be elucidated67,111. 
Furthermore, the two carboxylic acids 74 and 75 detected in rat, monkey and human 
hepatocytes underlie the formation of aldehyde intermediates, a process that could 
be involved in toxicities if not in enzyme inhibition67 (Figure 18). 
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Entrectinib, famitinib, foretinib. To the best of our knowledge, no published data on 
CYP TDI caused by these TKI is available. A clinical trial studying entrectinib-
midazolam DDI has recently been completed, but the results are not yet available 
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03330990). So the significance of the formation of p-
quinone-imine 18 (famitinib), p-quinone-methide 12 (entrectinib), iminium 78 and 88 
(entrectinib, foretinib) and aldehyde 85 (foretinib) RM evidenced as GSH, cyanide and 
methoxylamine adducts 79, 86 and 89 needs further clarification33,38,44 (Figures 5, 7, 
19, 21). 
 
Lestaurtinib, nintedanib. Filppula et al screened lestaurtinib 10325 and nintedanib 
10426 (Figure 27) for CYP2C8 and CYP3A MBI. No CYP2C8 TDI was evidenced, 
whereas irreversible CYP3A4 TDI was observed for both drugs. CYP TDI is not 
mentioned in nintedanib drug approval112. While DDI predictions revealed that 
nintedanib is unlikely to cause clinically relevant DDI, lestaurtinib appeared to have 
the potential to strongly interact with CYP3A4 substrates (up to five-fold increase in 
midazolam exposure). Metabolic pathways have only been reported for nintedanib; 
no RM have been reported for these TKI. Particularly, no iminium RM have been 
evidenced so far for nintedanib, although its piperazine ring is a metabolic hot spot 
(oxidation, N-demethylation followed by N-formylation)112. 
 
  
FIGURE 27: Lestaurtinib and nintedanib structures. 
 
Masitinib. CYP direct, but not time-dependent, inhibition was reported in the masitinib 
76 application for market authorization113. Filppula et al showed in vitro in HLM 
incubations that masitinib is neither a CYP3A4 nor a CYP2C8 time-dependent 
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inhibitor26. Iminium and iminium carbonyl RM 78 arising from piperazine bio-activation 
have recently been evidenced since cyanide adducts 79 have been detected in vitro68 
(Figure 19). It is interesting to note that, contrary to the structurally related TKI imatinib, 
an imine-methide RM has not been evidenced in GSH trapping experiments in this 
study, though hydroxylation on the methyl group of the toluidine ring has been 
observed. As CYP TDI has not been evaluated in this study, the role and relevance of 
these RM remain to be established.   
 
Nilotinib. Nilotinib 105 is mainly cleared by CYP3A4. In vitro studies carried out by the 
sponsor revealed that CYP inhibitions caused by nilotinib are not time-dependent114. 
However, nilotinib has since been reported to inactivate CYP3A424, CYP3A25, CYP3A 
and CYP2C923. Taking into account CYP3A4 TDI, Wang et al predicted strong 
interactions in vivo between nilotinib and CYP3A4 substrates24. RM could be involved 
in these inactivations, since GSH and methoxylamine adducts have been detected but 
not characterized in vitro23. Although detailed mechanisms have not been proposed, 
we can speculate on RM structures based on the reported metabolites in humans. 
Methoxylamine adducts could arise from aldehyde intermediates generated through 
oxidation of the methyl groups on the imidazole or phenyl rings. This hypothesis is 
supported by the in vivo detection of the corresponding alcohol and carboxylic acid 
derivatives at both locations, the alcohol and carboxy-imidazole derivatives being 
major metabolites114 (Figure 28). The aldehyde metabolite on the o-toluidine ring was 
only detected in mice. The GSH adduct might arise from an o-imine-methide RM 
generated through o-toluidine bio-activation, as has been proposed for imatinib48, a 
TKI structurally close to nilotinib. The GSH adduct might also come from an epoxide 
or a p-quinone-imine since an aromatic hydroxylation on the pyridinyl-pyrimidinyl-
aminomethyl-benzamide moiety has been reported; however the exact hydroxylation 
position remains unknown115. These hypotheses have not yet been confirmed. 
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FIGURE 28: Hydroxymethyl and carboxylic acid metabolites detected in nilotinib metabolism in 
humans. 
 
Regorafenib, sorafenib. Regorafenib 106 and sorafenib 107 structures only differ by 
the introduction of a fluorine atom on the central phenyl ring of regorafenib. Both 
molecules are primarily metabolized by CYP3A4 and have not been reported to cause 
CYP TDI in their new drug applications116,117. Thereafter, sorafenib was shown to be a 
CYP3A22,25, CYP2C824, CYP2C9 and CYP2C1923 inactivator, while no additional data 
has been published for regorafenib. However, these CYP inactivations did not lead to 
clinically relevant DDI between sorafenib and CYP3A and CYP2C19 probe substrates 
(midazolam, omeprazole) in vivo118. Sorafenib CYP TDI likely involve RM since a GSH 
adduct has been detected in vitro, even if the bio-activation pathway has not been 
elucidated23. Recently published data on regorafenib metabolic profiling might shed 
light on putative RM formation and the resulting CYP TDI potential for both drugs, 
based on their structural similarities119. Arising from oxidative dechlorination and ether 
hydrolysis, two new metabolites 108 and 109 detected in HLM, MLM and mice 
samples could indeed lead to p-quinone-imine RM (Figure 29).      
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FIGURE 29: Oxidative dechlorination and ether hydrolysis leading to a p-aminophenol structural alert 
for regorafenib (not evidenced for sorafenib). 
 
4. TYROSINE KINASE INHIBITOR HEPATOTOXICITY: EVIDENCE OF REACTIVE 
METABOLITE INVOLVEMENT 
 
Clinical evidence emphasize that TKI-induced hepatotoxicity is a major concern in 
oncology practice (Table 2). To date, 22 out of the 33 marketed TKI (67%) require 
warnings for liver injury in their drug labels, with BBW labels for lapatinib, pazopanib, 
ponatinib, regorafenib and sunitinib6, and monitoring liver function is often 
recommended10,120. Although DILI is recognized as a multifactorial event, the 
underlying mechanisms are still not fully understood. Mitochondrial toxicity, inhibition 
of the bile salt export pump and RM formation have been suggested as causative 
factors13. RM might cause electrophilic oxidative stress leading to cellular damage and 
might covalently bind to proteins and macromolecules, that might, in a concerted way, 
trigger immune responses. The proposed mechanisms bridging the gap between RM 
formation and immune responses are known as the danger and hapten 
hypotheses121. However, as far as TKI are concerned, very few data support the role 
of RM rather than the parent drug in TKI-induced hepatotoxicity; these cases are 
discussed in this section. However, reporting the current state of knowledge of the 





Table 2: Literature data on hepatotoxicity caused by several tyrosine kinase inhibitors (TKI). 
 
NA: Not available; ASAT: Aspartate aminotransferase; ALAT: Alanine aminotransferase. 
 in combination with chemotherapy. 
TKI Hepatotoxicity in drug label Incidence of ASAT/ALAT elevations Fatalities References 
 Warning Black Box warning Recommendation 




Grades 3 - 4 
(%) 
  
Alectinib Yes No Yes 4 - 5 < 2 No 127 
Axitinib Yes No Yes 22 < 1 No 10, 127 
Bosutinib Yes No Yes 20  4 - 9 No 10, 127 
Brigatinib No No No 34 - 38 < 1 No 127 
Cediranib NA NA NA 18 - 71 4 - 12 No 128, 129 
Crizotinib Yes No Yes 57 6 Yes 10, 127 
Dasatinib No No No 50 1 - 9 No 10, 127 
Entrectinib NA NA NA NA NA NA  
Erlotinib Yes No Yes 35 - 45 10 - 14 Yes 10, 127 
Famitinib NA NA NA 34 0 NA 130 
Foretinib NA NA NA 23 - 29 0 - 13 No 131, 132 
Gefitinib Yes No Yes 10 - 24 5 - 6 Yes 10, 127 
Imatinib Yes No Yes 6 - 12 3 - 6 Yes 10, 127 
Lapatinib Yes Yes Yes 37 - 53 2 - 6 Yes 10, 127 
Lestaurtinib NA NA NA 24 - 27 0 No 133, 134 
Masitinib NA NA NA NA NA NA  
Nilotinib Yes No Yes 35 - 62 1 - 4 No 10, 127 
Nintedanib Yes No Yes 14 < 1 Yes 127 
Pazopanib Yes Yes Yes 46 - 53 7 - 12 Yes 10, 127 
Ponatinib Yes Yes Yes 56 8 Yes 10, 127 
Regorafenib Yes Yes Yes 45 - 65 6 Yes 10, 127 
Saracatinib NA NA NA 33 - 44 0 - 22 No 135, 136 
Sorafenib Yes No Yes 11 3 Yes 127 
Sunitinib Yes Yes Yes 40 - 60 2 - 5 Yes 10, 127 
Vandetanib No No No 51 2 No 127 
Crizotinib, dasatinib, erlotinib, ponatinib, regorafenib, sorafenib. In HepaRG cells 
(metabolically competent hepatocytes), erlotinib cytotoxicity was lessened after 
rifampicin pre-treatment124. Using HepaRG cells, Mingard et al reported that rifampicin 
induction either did not affect or else decreased the mitochondrial toxicity of crizotinib, 
dasatinib, ponatinib, regorafenib and sorafenib123. Altogether, these in vitro studies do 
not suggest the involvement of RM in hepatotoxicity. 
 
Famitinib. Xie et al tried to correlate famitinib 17 hepatotoxicity to its bio-activation to 
a p-quinone-imine RM 18 using human primary hepatocytes38 (Figure 7). Cytotoxicity 
decreased in the presence of a non-specific CYP inhibitor and a CYP1A1/2 inhibitor, 
while the formation of cysteine adducts, downstream degradation products of GSH 
adducts, was dramatically reduced. Moreover, the use of a GSH depletor 
simultaneously led to increased cytotoxicity and low yield of cysteine adducts. 
Furthermore, metabolites originating from oxidative defluorination as well as traces of 
GSH and cysteinylglycine adducts were detected in incubation media alongside the 
cysteine adducts. 
 
Imatinib, sunitinib. In HepaRG cells, imatinib 26 and sunitinib 23 cytotoxicity marginally 
increased upon CYP induction by rifampicin, suggesting a slight link between bio-
activation and toxicity124 (See Figure 7, 8, 20 and 19 for the metabolic activation 
pathways). 
 
Pazopanib. Petrucci et al were able to show in HepG2 cells (metabolically incompetent 
hepatocytes) that pazopanib was not involved in cytotoxicity, mitochondrial toxicity, 
oxidative stress generation or GSH cellular depletion. Since pazopanib is one of the 
five TKI harboring a BBW label for hepatotoxicity, these data suggest that RM rather 
than the parent drug are involved in liver toxicity137. Conversely, Mingard et al in 
HepaRG cells ruled out RM involvement since CYP3A4 induction by rifampicin did not 
markedly increase mitochondrial toxicity123. Otherwise, Choudhury et al highlighted a 
correlation between GSH depletion and CYP1A2 but not CYP3A4 activity in 
hepatocyte-like cells138. In addition, in vivo studies in mice showed a correlation 
between transaminase elevations and the amount of aldehyde 98b and cysteine and 
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glycylcysteine adducts probably arising from a p-imine-methide RM in urine (Figure 
23). This is clearly in favor of RM involvement in hepatotoxicity since elevated serum 
transaminases could be reversed by CYP inhibition75. All these studies in vitro and in 
mice support the relationship between RM and hepatotoxicity, that need now to be 
confirmed in humans. 
 
Lapatinib. Lapatinib 30 bio-activation to a p-quinone-imine RM 32 via an O-dealkylated 
p-aminophenol 31 was incriminated in lapatinib hepatotoxicity using HepaRG cells54 
(Figure 9). O-dealkylated p-aminophenol 31 was more cytotoxic than lapatinib 30. The 
induction of CYP3A4 by dexamethasone or rifampicin increased O-dealkylated p-
aminophenol 31 cellular content, which in turn increased the cytotoxicity, and 
enhanced the detection of cysteine adducts. Moreover, cellular depletion of GSH 
increased cytotoxicity54. These results concur with those of Paech et al using 
rifampicin in HepaRG cells and those of Teo et al, who reported an increased 
hepatotoxicity upon dexamethasone treatment both in vitro and in vivo124,139. Eno et 
al studied the comparative effects of lapatinib 30 and O-dealkylated lapatinib 31 on 
HepG2 cells53. O-dealkylated lapatinib 31 was involved in mitochondrial toxicity, which 
was increased by concomitant use of a GSH depletor, and in GSH adduct formation, 
suggesting the involvement of p-quinone-imine RM 32 in toxicity. On the contrary, 
lapatinib GSH adduction and mitochondrial toxicity was not observed on metabolically 
incompetent HepG2 cells. Hepatotoxicity only appeared after transfection of HepG2 
cells by CYP3A4, thus supporting the involvement of CYP3A4-generated RM in 
hepatotoxicity. 
 
5. DISCUSSION  
 
Since kinases have been identified as key targets in clinical oncology, TKI have met 
with considerable success in drug development. To date, almost 35 TKI have been 
approved and an ever-growing number of molecules are currently in pre-clinical or 
clinical studies. Although targeted therapies, TKI are not devoid of adverse effects, 
including hepatotoxicity. Moreover, because of their continuous oral dosing and 
extensive liver metabolism, TKI are at risk of DDI. Mitigating DILI and DDI risks is both 
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a clinical and industrial concern. Even though their underlying mechanisms are not 
fully elucidated, the involvement of RM resulting from the metabolic activation of 
structural alerts has been suspected. A chemical approach to preventing toxicities/DDI 
might be to avoid structural alerts in order to reduce RM formation, but this strategy 
may also induce drug attrition in the early stage of drug development. This is all the 
more true since structure-activity relationship studies aimed at designing small 
inhibitors targeting adenine or allosteric pockets of tyrosine kinases have led to 
molecules combining a limited number of nitrogen heterocycles as pharmacophores1. 
Moreover, replacement moieties are sometimes bio-activated as well: crizotinib 
pyridine (an aniline replacement) is indeed prone to metabolic activation30. Strategies 
consisting of specifically blocking key positions to avoid bio-activation are commonly 
used, but can also fail. Indeed, the introduction of a fluorine atom has proven 
ineffective in preventing dasatinib and gefitinib bio-activation, since RM arise through 
oxidative dehalogenation32,41,140. Thereby, structural alert scaffolds are found in 
several TKI structures, even in the most recently developed ones. It is therefore of 
utmost interest to detect whether these structural alerts are indeed bio-activated to 
RM since the relationship between them is not clear-cut13,15.  
RM detection is difficult due to their high reactivity and low amount. Furthermore, the 
results could depend on the chosen experimental conditions, such as selected 
trapping agents. For example, no evidence of oxirene or ketene generation was 
observed for ponatinib, but GSH and KCN are not suitable to react with these hard 
electrophiles63,64. This has also been exemplified for erlotinib alkyne metabolic 
activation: using BBA, Zhao et al61 reported oxirene/ketene RM, while Li et al35 failed 
to identify them with N-acetyl-lysine. Moreover, to screen and characterize stable 
adducts formed with trapping agents using MS analyses is a complex and tedious 
process. Thus, complete characterization of RM structures is not always achieved. 
Piperazine bio-activation48,64, for example, could lead to iminium carbonyl RM. The 
exact position of the carbonyl group cannot always be determined, a detrimental 
point, since the reactivity of conjugated and unconjugated RM is different, making it 
difficult to infer toxicities and/or TDI. Indeed, even if TKI-mediated CYP MBI has fallen 
within the scope of numerous studies, few have investigated the inactivation 
mechanism: MI complex or aproprotein or heme adduct formation. The mechanisms 
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of CYP3A4/5 inhibition (irreversible/quasi-irreversible) have been thoroughly explored 
only for lapatinib50,51,58,59.  Characterization of the incriminated RM is truly essential to 
elucidate toxicity mechanisms. To improve RM detection and characterization, 
chemical or biomimetic synthesis141 of stable metabolites and adducts can be carried 
out, as it has been the case for saracatinib56, sunitinib and pazopanib69.  
Evidence is not always provided for hepatotoxicity, CYP TDI and DDI potential for RM-
positive drugs. The existence of alternative metabolic pathways, detoxification 
mechanisms, as well as the RM body burden, depending on daily dose and drug 
metabolizing enzyme activities and polymorphisms, might indeed mitigate risks120. 
DILI is truly a multifactorial and multi-cellular event involving patient determinants such 
as genetic and immunologic factors whose impact cannot be taken into account in 
simple in vitro systems (subcellular and cellular models)29. Moreover, there is no 
validated in vivo model of hepatotoxicity. Thus, few studies have actually proven the 
involvement of RM in TKI hepatotoxicity, most of them focusing on lapatinib53,54,124,139, 
the most studied TKI in regard to RM generation. The DDI potential of TKI is also 
complex. RM-mediated CYP TDI might explain TKI liabilities (with TKI as perpetrators) 
in interacting with CYP substrates, but parent drugs are sometimes concurrently 
involved in CYP direct inhibition, CYP induction or substrate-dependent modulation of 
CYP activities, as has been shown, for example, for erlotinib85. CYP TDI, through auto-
inhibition, might also alter the role of a given isoenzyme in drug metabolism, changing 
the susceptibility of TKI (as victims) to interact with CYP inhibitors and inducers. This 
has been shown for imatinib, whose metabolism relies more on CYP2C8 than on 
CYP3A4 when CYP3A4 TDI occur after multiple dosing93,95. To assess the risks of 
clinical DDI, in vitro and in vivo studies need to be adequately designed, i.e. 
respectively, incorporating pre-incubation with the parent drugs and multiple dosing, 
unlike what was done in pre-approval trials for dasatinib83. Pharmacokinetic modelling 
incorporating in vitro generated parameters might be useful and is increasingly 
applied in this field82,142. 
To conclude, the state of the art current knowledge on RM generation from TKI 
showed that the understanding related to structural alerts and RM formation 
mechanisms still needs to be improved as recently pointed out by Claesson et al19 in 
advancing new hypotheses of the mechanisms underlying CYP inactivation and 
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hepatoxicity. New tools are also needed to better predict RM-mediated TKI-induced 
hepatotoxicity and DDI in humans. Metabolism studies must be more deeply explored, 
beyond the most abundant metabolites and considering even minor metabolites to be 
significant since their chemical structure and reactivity may well be risk factors in 
toxicity/DDI. Fortunately, advances have recently been made in this field, including in 
silico (theoretical chemistry, pharmacokinetic modelling)36,142, in vitro (patient-specific 
hepatocyte-like cells derived from induced pluripotent stem cells, multicellular 
models)29,138 and in vivo (transgenic humanized mouse models)143 techniques. 
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IV. Généralités sur le pazopanib et le sunitinib 
 
A. Pazopanib 
1. Relations structure-activité 
Le pazopanib ou 5-({4-[(2,3-diméthyl-2H-indazol-6-yl)méthylamino]pyrimidin-2-
yl}amino)-2-méthylbenzènesulfonamide est un ITK appartenant à la famille des 
phénylaminopyrimidines et 2H-indazolylpyrimidines. Sa structure provient de 
l’optimisation chimique d’un hit, la N,N’’-bis(3-bromoanilino)-5-fluoro-2,4-pyrimidine 1, 
issu du screening à haut débit d’une bibliothèque de molécules testées dans le cadre 
de la recherche d’inhibiteurs de VEGFR282 (Figure 8). Cette dianilinopyrimidine est en 
effet un inhibiteur de VEGFR2 (IC50 ≈ 400 nM). L’optimisation de ce hit a été guidée 
par la nature des interactions qu’un autre hit, la 4-(4-méthyl-3-hydroxyanilino)-6,7-
diméthoxyquinazoline 2, établit au niveau du domaine kinase de FGFR, une tyrosine 
kinase qui présente une forte homologie de séquence à VEGFR2. En effet, si 1 et 2 se 
lient de façon similaire au niveau du site de liaison de l’ATP, les noyaux pyrimidine et 
quinazoline établissant des liaisons hydrogène avec un résidu cystéine (Cys919), 2 
est un inhibiteur de VEGFR2 bien plus puissant (IC50 = 0,6 nM). L’introduction du 
groupement 4-méthyl-3-hydroxyaniline de 2 en position 4 de la pyrimidine (3) permet 
d’améliorer l’activité in vitro (IC50 = 6,3 nM) grâce à la formation d’une liaison 
hydrogène entre le groupement hydroxyle et un résidu aspartate (Asp1046). Par 
contre, les propriétés pharmacocinétiques de cette molécule ne sont pas 
satisfaisantes : la biodisponibilité est faible et la clairance apparente est forte, 
vraisemblablement du fait de réactions de phase II (sulfo- ou glucurono-
conjugaisons). Le remplacement de la 4-méthyl-3-hydroxyaniline par un 3-
méthylindazole, un groupement présent au niveau d’un autre hit 4 de la famille des 
quinazolines (IC50 = 1,7 nM), permet d’améliorer ces propriétés pharmacocinétiques, 
sans détérioration de l’activité. En effet, la liaison hydrogène établie entre le phénol et 
le résidu aspartate est remplacée par une interaction tout aussi forte entre le noyau 
indazole et le groupement -amino d’un résidu lysine (Lys868). Les dérivés les plus 
puissants dans cette série comportent des groupements sulfonamide ou sulfone au 
niveau du noyau aniline. De plus, l’alkylation de l’amine en position 4 de la pyrimidine 
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par des substituants peu encombrants (méthyle ou éthyle) permet d’améliorer encore 
les propriétés pharmacocinétiques sans altérer l’activité. L’optimisation chimique s’est 
poursuivie afin de réduire le potentiel d’inhibition des CYP que présentent les 
molécules de cette série. Pour éviter l’interaction entre les atomes d’azote du noyau 
indazole et le fer de l’hème, différents substituants ont été introduits sur l’indazole afin 
de générer un encombrement stérique. Seul le groupement 2,3-diméthylindazole 
permet d’améliorer le profil d’inhibition enzymatique sans réduire l’activité au niveau 
cellulaire, le dérivé le plus puissant - le pazopanib - comportant un groupement 
sulfonamide en meta ainsi qu’un méthyle en para sur l’aniline82.  
Il est intéressant de noter que Jia et al ont confirmé les relations structure-activité 
mises en évidence par Harris et al en cherchant à synthétiser des analogues du 
pazopanib82,83. En effet, ils ont montré que le groupement sulfonamide est nécessaire 
à l’activité et que les amines tertiaires en position 4 de la pyrimidine ont une activité 




Figure 8 : Structures des hits ayant conduit à la découverte du pazopanib, d’après Harris et al 82. 
 
2. Propriétés physico-chimiques 
Le pazopanib (C21H23N7O2S – masse molaire =  437,5 g/mol) est caractérisé par des 
pKa de 2,1 (indazole), 6,4 (pyrimidine) et 10,2 (sulfonamide). Il présente un clogP de 
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3,6584,85 et une très mauvaise hydrosolubilité. Il possède 12 sites donneurs ou 
accepteurs de liaison hydrogène (total H bond : 3 groupements donneurs et 9 
groupements accepteurs), présente une surface polaire voisine de 140 Å² et comporte 
4 cycles. Il vérifie donc la règle des 5 de Lipinski et la règle de Veber, présageant des 
propriétés compatibles avec une administration par voie orale38,39. Il est 
commercialisé sous forme de sel sous le nom commercial de Votrient® par les 
laboratoires Novartis (initialement GSK). Le chlorhydrate de pazopanib 
(C21H23N7O2S,HCl – masse molaire = 473,99 g/mol) est une poudre cristalline blanche 
légèrement soluble en milieu aqueux à pH = 1 (0,65 mg/mL à pH = 1,1) mais 
insoluble en milieu aqueux à pH > 484,86. In vitro, dans un système de cellules Caco-
2 cultivées en monocouche, le chlorhydrate de pazopanib est très perméable, mais 
son absorption est limitée par la faible solubilité et la faible vitesse de dissolution, ce 
qui se traduit par une faible biodisponibilité86. Selon la classification BCS, le 
chlorhydrate de pazopanib est donc un composé de classe II : peu soluble en milieu 
aqueux, mais hautement perméable86.  
 
3. Propriétés pharmacodynamiques  
a. Mécanisme d’action 
Le pazopanib est un inhibiteur de tyrosine kinases puissant et sélectif ciblant les 
récepteurs du facteur de croissance endothélial vasculaire VEGFR1, VEGFR2, 
VEGFR3, les récepteurs du facteur de croissance plaquettaire PDGFRα, PDGFRβ et 
le récepteur du facteur de cellule souche c-KIT (IC50 = 10, 30, 47, 71, 84 et 74 nM 
respectivement)87. L’inhibition de ces récepteurs confère au pazopanib des propriétés 
anti-angiogéniques.  
Au niveau moléculaire, le pazopanib est un inhibiteur réversible, compétitif de l’ATP 
au niveau de son site de liaison situé dans le domaine kinase des tyrosine kinases 
ciblées. Le mode de liaison du pazopanib n’a été exploré que pour VEGFR2 : les 
données cristallographiques et de chimie théorique indiquent que le pazopanib est 
un inhibiteur de type II se liant à la conformation inactive ou « DFG-out » de VEGFR2. 
La pyrimidine se lie au niveau du site de fixation de l’adénine et établit une liaison 
hydrogène avec un résidu cystéine (Cys919) par le biais de l’azote en position 1 
(Figure 9). L’azote de l’aniline établit également une liaison hydrogène avec ce résidu 
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cystéine (Cys919). L’indazole se fixe au niveau de la cavité hydrophobe allostérique. 
Selon Harris et al, sur la base des interactions établies par l’indazolylpyrimidine 5 
apparentée au pazopanib (Figure 10), le noyau indazole interagit avec la chaîne 
latérale d’un résidu lysine (Lys868), alors que McTigue et al rapportent l’établissement 
d’une liaison hydrogène entre l’atome d’azote et un résidu aspartate (Asp1046). La 
chaîne latérale méthylbenzènesulfonamide est située à l’entrée du site actif, le 
groupement sulfonamide étant exposé au solvant8,82,88. 
 
 
Figure 9 : Mode de liaison du pazopanib à VEGFR2, d’après Wu et al 8. 
 
 
Figure 10 : Structure de l’indazolylpyrimidine 5, d’après Harris et al 82. 
 
In vitro, le pazopanib inhibe de façon dose-dépendante l’autophosphorylation induite 
par le ligand de VEGFR2, PDGFRβ et c-KIT dans des cellules endothéliales (HUVEC), 
des fibroblastes et dans une lignée cellulaire de cancer du poumon à petites cellules 
(NCI-H526) respectivement87. En revanche, le pazopanib n’exerce pas d’activité 
cytostatique in vitro dans la majorité des cultures de lignées de sarcomes des tissus 
mous89.   
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In vivo, le pazopanib possède une activité anti-angiogénique, comme l’ont montré des 
études menées dans des modèles murins d’angiogenèse induite par le VEGF et le 
FGF. Le pazopanib possède également une activité anti-tumorale, puisqu’une 
inhibition de la croissance tumorale a été observée chez des souris xénogreffées par 
différentes lignées cellulaires humaines (cancers du rein, du sein, de la prostate, du 
colon, du poumon, mélanome)87. 
 
b. Indications 
Le pazopanib est indiqué chez l’adulte dans le traitement90 : 
- des cancers du rein avancés :  
 en 1ère ligne.  
 chez les patients préalablement traités par des cytokines à un stade 
avancé de leur maladie. 
- des sarcomes des tissus mous avancés : 
 chez les patients préalablement traités par chimiothérapie au stade 
métastatique.  
 chez les patients ayant progressé dans les 12 mois suivant un traitement 
(néo)-adjuvant. 
 
L’efficacité du pazopanib dans les cancers du rein avancés a été évaluée au cours de 
deux études de phase III randomisées, multicentriques :  
- étude VEG105192 : essai en double aveugle versus placebo 
Dans cette étude, le pazopanib a prolongé significativement la survie sans 
progression (SSP) par rapport au placebo (médiane de SSP de 9,2 vs 4,2 mois, HR 
= 0,46 [IC95% : 0,34-0,62], p < 0,0001) et amélioré le taux de réponse (30% vs  3%). 
Les données actualisées de survie n’ont pas mis en évidence de bénéfice sur la survie 
globale (médiane de 22,9 vs 20,5 mois, HR = 0,91 [IC95% : 0,71-1,16], p = 0,224), mais 
66% des patients du bras placebo ayant progressé ont bénéficié d’un cross-over pour 
être traités par pazopanib. Des analyses statistiques tenant compte de ce cross-over 
ont pu mettre en évidence que le pazopanib réduit la mortalité de 50% (HR = 0,50, 
[IC95% : 0,315-0,762], p = 0,002) par rapport au placebo. Par ailleurs, le pazopanib n’a 
pas altéré la qualité de vie des patients90,91. 
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- étude VEG108844 COMPARZ : étude en ouvert de non-infériorité contre le 
sunitinib 
Cette étude a démontré la non-infériorité du pazopanib par rapport au sunitinib en 
matière de survie sans progression et de survie globale. Les analyses de qualité de 
vie étaient en faveur du pazopanib92. 
Les données issues de l’utilisation du pazopanib en pratique clinique courante, chez 
des patients non sélectionnés, au niveau institutionnel, national ou international, sont 
globalement superposables à celles issues des essais cliniques d’enregistrement93.  
 
L’efficacité du pazopanib dans les sarcomes des tissus mous avancés a été évaluée 
au cours d’une étude de phase III randomisée, multicentrique, en double aveugle, 
contrôlée versus placebo (étude VEG110727 PALETTE). Dans cette étude, le 
pazopanib a prolongé significativement la survie sans progression par rapport au 
placebo (médianes de 4,6 vs 1,6 mois, HR = 0,31 [IC95% : 0,24-0,40], p < 0,0001), 
mais n’a pas démontré d’amélioration de la survie globale (médianes de 12,5 vs 10,7 
mois, HR = 0,86 [IC95% : 0,67-1,11], p = 0,25)94. 
 
La dose de pazopanib recommandée pour le traitement des patients atteints de 
cancers du rein et de sarcomes des tissus mous avancés est de 800 mg/j en continu90. 
 
4. Effets indésirables 
a. Profil de toxicité 
Au cours des essais cliniques de phase III, le pazopanib a présenté un profil de toxicité 
globalement acceptable. Cependant, 16% des patients de l’étude VEG105192 ont 
arrêté le traitement par pazopanib du fait de la survenue d’effets indésirables, le plus 
fréquemment du fait de perturbations du bilan hépatique (3,8%), de diarrhées (2%) et 
d’évènements thromboemboliques artériels (2%). Les effets indésirables rapportés 
sont essentiellement de grade 1-2 et sont réversibles à l’arrêt du traitement. Les effets 
indésirables les plus fréquemment rapportés sont : diarrhées (52%), hypertension 
artérielle (40%), modification de la couleur des cheveux (38%), nausées (26%), 
anorexie (22%), vomissements (21%), fatigue (20%), hémorragies (14%), douleurs 
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abdominales (11%), céphalées (11%), protéinurie (10%) et perte de poids (10%). Les 
toxicités de grade 3-4 les plus fréquemment observées sont : diarrhées (4%), 
hypertension artérielle (4%) et asthénie (3%). Les anomalies biologiques les plus 
fréquemment rapportées sont : élévation des transaminases ALAT et ASAT (53% et 
53%), hyperglycémie (43%), hyperbilirubinémie (37%), leucopénie (37%), 
hypophosphatémie (36%), hypocalcémie (35%), hyponatrémie (33%), hypoglycémie 
(18%) et hypokaliémie (10%). Les anomalies biologiques de grade 3-4 les plus 
fréquemment observées sont : élévation des transaminases ALAT (11%), ASAT (7%), 
hypophosphatémie (5%), hyponatrémie (4%) et hyperbilirubinémie (3%)93. Les effets 
indésirables graves, d’évolution parfois fatale, identifiés au cours des essais de phase 
III sont des évènements hémorragiques ou thromboemboliques, des perforations et 
fistules digestives, des troubles du rythme cardiaque, des cas de pneumothorax et 
des perturbations du bilan hépatique90. 
Une étude randomisée, en double aveugle, avec cross-over - étude PISCES - a été 
réalisée chez des patients atteints d’un cancer du rein métastatique non prétraités afin 
d’évaluer la préférence des patients et des prescripteurs en matière de traitement soit 
par pazopanib, soit par sunitinib. Cette étude a conclu à une préférence des patients 
(70 vs 22%, p < 0,001) et des prescripteurs (61 vs 22%) pour le pazopanib, du fait 
essentiellement d’une meilleure qualité de vie sous pazopanib95. Dans cet essai, ainsi 
que dans l’essai COMPARZ, les taux d’adaptations posologiques, d’interruption ou 
d’arrêt définitif du traitement liés à une mauvaise tolérance sont similaires dans les 
bras pazopanib et sunitinib, mais les profils d’effets indésirables sont sensiblement 
différents92,95. Les effets indésirables tous grades confondus les plus fréquemment 
observés sous pazopanib sont : perte de poids, modification de la couleur des 
cheveux et alopécie, alors que les effets plus fréquents sous sunitinib sont : fatigue, 
hypothyroïdie, syndrome main-pied, rash, constipation, dysgueusie, dyspepsie, reflux 
gastro-œsophagien, stomatite, mucite. Les effets indésirables de grade 3-4 les plus 
fréquents sous pazopanib sont d’ordre hépatotoxique (élévation des transaminases, 
de la bilirubinémie) alors qu’ils sont d’ordre hématologique sous sunitinib 
(leucopénie, thrombopénie, anémie)92,93.   
Comme pour les données d’efficacité, les données issues de l’utilisation du 
pazopanib en pratique clinique courante, chez des patients non sélectionnés, au 
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niveau institutionnel, national ou international, sont globalement superposables à 
celles issues des essais cliniques d’enregistrement. Les perturbations du bilan 
hépatique (ASAT, ALAT, bilirubine), tous grades confondus, surviennent chez 13 à 
36% des patients, alors que jusqu’à 16% des patients peuvent présenter des 
perturbations de grade 3-493.  
 
b. Hépatotoxicité 
Plusieurs études ont été réalisées afin de caractériser l’hépatotoxicité du pazopanib : 
une étude observationnelle et deux méta-analyses. Shantakumar et al ont étudié 
l’hépatotoxicité sous anti-angiogéniques (pazopanib, sorafenib, sunitinib, 
bevacizumab) dans deux cohortes de patients atteints de cancers du rein (156 et 253 
patients)96. L’incidence cumulée des élévations de l’ALAT ≥ 2 LSN, ≥ 3 LSN, ≥ 8 LSN 
dans chacune des cohortes est de 6,1% et 17,2%, 4,6% et 11,4%, 1,9% et 1,0%. 
L’incidence cumulée des élévations de la bilirubine > 1 LSN, ≥ 1,5 LSN, ≥ 2 LSN est 
de 9,2% et 15,7%, 1,9% et 5,4%, 1,9% et 3,0%. Dans cette étude en conditions de vie 
réelle, ces chiffres peuvent être sous-estimés puisque les patients étaient beaucoup 
moins suivis que dans les essais cliniques. Comme dans l’essai COMPARZ, le risque 
d’hépatoxicité est plus élevé avec le pazopanib qu’avec le sunitinib et le sorafenib92,96. 
Kapadia et al ont rapporté l’incidence et le risque relatif d’hépatotoxicité sous 
pazopanib après analyse de 1478 patients atteints de cancers solides avancés 
(cancers du rein, du sein, du poumon, de la thyroïde, des ovaires, cancers ORL, 
sarcomes, glioblastomes) issus de 10 essais cliniques de phases II ou III97. 
L’incidence des élévations de l’ALAT, l’ASAT et la bilirubine (tous grades 
confondus/grade 3-4) est de 41,4%/9,4%, 39,6%/6,9% et 24,8%/3,4% respectivement. 
Le risque relatif de développer des élévations de haut grade de l’ALAT et de l’ASAT 
par rapport au placebo est respectivement de 4,33 et de 6,56. En revanche, les 
risques relatifs calculés pour les élévations de haut grade de la bilirubine et pour les 
cas d’hépatotoxicité d’évolution fatale ne sont pas significatifs. Powles et al ont réalisé 
une méta-analyse sur 2080 patients atteints de cancers du rein, des ovaires et de 
sarcomes inclus dans 9 essais de phases II ou III98. Une élévation des transaminases 
ALAT/ASAT > 3 LSN a été observée chez 20%/14% des patients. L’incidence des 
élévations des ALAT/ASAT > 3-5 LSN, > 5-8 LSN, > 8-20 LSN et > 20 LSN est 
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respectivement de 8%/7%, 5%/4%, 5%/3% et 1%/1%. L’incidence des élévations de la 
bilirubine ≥ 2 LSN  est de 6% et de 1,8% en cas d’élévation concomitante de l’ALAT 
(> 3 LSN). La toxicité hépatique est cytolytique dans 60% des cas et mixte (cytolyse 
et cholestase) dans 30% des cas. La médiane de survenue des élévations de l’ALAT 
> 3 LSN est de 42 jours, le délai de survenue étant d’autant plus court que les 
perturbations sont sévères. L’hépatotoxicité est réversible dans 89% des cas, avec 
(52%) ou sans (36%) interruption de traitement, le taux de récupération étant d’autant 
plus faible que les perturbations sont sévères. La majorité des cas d’hépatotoxicité 
réversibles en l’absence d’interruption du traitement sont des cas peu sévères. La 
médiane de récupération est de 30 jours en cas d’interruption du traitement et de 45 
jours en l’absence de fenêtre thérapeutique. Une récidive des anomalies biologiques 
est observée dans 38% des cas de réintroduction du pazopanib, que ce soit à dose 
identique ou à dose concédée, la médiane de réapparition des perturbations du bilan 
biologique étant alors réduite à 9 jours. Les patients ayant développé une 
hépatotoxicité sévère (élévation de l’ALAT > 8-20 LSN) semblent être davantage à 
risque de présenter un rechallenge positif. Par ailleurs, les sujets de plus de 60 ans 
semblent être davantage à risque de développer une hépatotoxicité. L’ensemble de 
ces données suggère que l’hépatotoxicité du pazopanib consiste le plus 
fréquemment en des élévations asymptomatiques isolées des transaminases, 
résolutives avec le temps et une prise en charge adaptée (réduction de dose, 
interruption ou arrêt du traitement). Aucun décès toxique n’a été observé dans cette 
cohorte de patients, mais des cas d’hépatotoxicité d’évolution fatale ont été rapportés 
par ailleurs90,98,99. C’est pourquoi les autorités de santé ont émis des alertes sanitaires 
relatives à l’hépatotoxicité du pazopanib, sous forme de mises en garde spéciales et 
de « black box warning » au niveau de la notice en Europe et aux Etats-Unis 
respectivement90,99.  
Les données de la méta-analyse de Powles et al confortent les recommandations du 
RCP en matière90,98 : 
- de surveillance de la fonction hépatique.  
Une exploration complète de la fonction hépatique doit être réalisée avant 
l’instauration du traitement par pazopanib, aux semaines 3, 5, 7 et 9, au 3ème et 4ème 
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mois, puis périodiquement après le 4ème mois de traitement, avec des examens 
supplémentaires selon l’état clinique du patient.  
- de prise en charge des cas de perturbations du bilan hépatique : 
 Elévation isolée des transaminases 3-8 LSN : 
Poursuite du traitement par pazopanib avec contrôle hebdomadaire de la fonction 
hépatique jusqu’au retour à un grade 1 ou aux valeurs initiales. 
 Elévation isolée des transaminases > 8 LSN : 
Interruption du traitement jusqu’au retour à un grade 1 ou aux valeurs initiales. Si la 
reprise du traitement est envisagée, le pazopanib doit être réintroduit à une dose 
réduite à 400 mg/j (soit 50% de concession posologique) avec contrôle hebdomadaire 
de la fonction hépatique pendant 8 semaines. En cas de récidive de toxicité hépatique 
(élévation > 3 LSN), le traitement doit être définitivement arrêté. 
 Elévation des transaminases > 3 LSN avec élévation concomitante de 
la bilirubine > 2 LSN : 
Arrêt définitif du traitement, à l’exception des patients ayant un syndrome de Gilbert 
connu ou suspecté. 
Malgré ces recommandations, la compliance des prescripteurs au suivi biologique 
reste incomplète, comme l’a montré une étude rétrospective américaine réalisée sur 
deux cohortes de près de 300 patients chacune. Le bilan à l’initiation est réalisé dans 
environ 75% des cas, alors que le suivi ultérieur n’est adéquatement pratiqué que 
dans 37-39% des cas, l’adhésion aux recommandations diminuant avec le temps 
écoulé depuis l’instauration du traitement100,101. 
 
5. Propriétés pharmacocinétiques 
La pharmacocinétique du pazopanib a été essentiellement étudiée chez des patients 
adultes. Après administration par voie orale, le pazopanib est incomplètement 
absorbé du fait d’une solubilisation faible et pH-dépendante au niveau du tractus 
gastro-intestinal86. Cela se traduit par une faible biodisponibilité absolue par voie 
orale, de l’ordre de 21% (étendue : 14-39%)102. Une analyse de pharmacocinétique 
de population a montré que la biodisponibilité est de 40% à la dose de 400 mg/j, 
confirmant ainsi que la solubilité du pazopanib dans le tube digestif est un facteur 
limitant de l’absorption, comme cela est attendu compte tenu de sa classification 
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BCS86. De plus, les patients gastrectomisés présentent une exposition plasmatique 
en pazopanib très inférieure à celle des patients n’ayant pas subi de gastrectomie103. 
La biodisponibilité augmente en cas d’administration au cours d’un repas riche ou 
pauvre en graisses puisque l’exposition (Cmax, AUC) en pazopanib et ses métabolites 
double sans modification de la demi-vie, alors qu’un ralentissement de la vitesse 
d’absorption est observé85,86. Enfin, l’administration de comprimés broyés, écrasés 
ou mis en suspension augmente l’exposition en pazopanib (Cmax/AUC) d’un facteur 
1,29/2,09 et 1,33/1,46 respectivement et réduit le Tmax de 1 à 2h, comparativement à 
l’administration de comprimés entiers104. Par conséquent, afin de limiter la variabilité 
intra- et inter-jour de l’exposition plasmatique en pazopanib pour un patient donné, 
les comprimés pelliculés doivent être administrés entiers avec de l’eau à distance des 
repas (au moins 1 heure avant ou 2 heures après)85,90,104.  
La pharmacocinétique du pazopanib est non linéaire entre 50 et 2000 mg : 
l’augmentation de l’exposition (Cmax, AUC) n’est pas proportionnelle à la dose, 
vraisemblablement du fait d’une absorption non linéaire en lien avec la faible solubilité 
en milieu aqueux105,106. L’exposition plasmatique en pazopanib à l’état d’équilibre 
atteint un plateau au-delà de 800 mg/j. C’est pourquoi la dose recommandée de 
pazopanib est de 800 mg/j90,105. L’exposition plasmatique en pazopanib (Cmin, Cmax, 
AUC) présente une forte variabilité interindividuelle (11-67% pour la Cmin, 19-76% pour 
l’AUC) s’expliquant en partie par une variabilité de l’absorption40,107.  
Le pazopanib est substrat de la P-gp, de la BCRP et d’OCT1108,109. Il présente un faible 
volume de distribution (Vd/F : 9-13 L), en faveur d’une distribution principalement dans 
le plasma et les fluides extracellulaires. Il est très fortement lié aux protéines 
plasmatiques (> 99,9%), principalement à l’albumine et dans une moindre mesure à 
l’1-glycoprotéine acide et aux LDL40,86,110. 
Le pazopanib subit au niveau hépatique un métabolisme oxydatif impliquant 
principalement le cytochrome CYP3A4 et minoritairement les cytochromes CYP1A2 
et CYP2C886. Il n’est pas intensément métabolisé : il présente un faible coefficient 
d’extraction hépatique, une faible clairance plasmatique d’élimination et le 
métabolisme contribue à l’élimination de la moitié environ de la dose absorbée102. Les 
principales réactions du métabolisme sont des réactions de mono- et di-oxygénation 
(hydroxylation des groupements méthyle portés par les cycles phényle et indazole, 
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oxydation avec formation de dérivés acide carboxylique), de N-déméthylation 
oxydative et de sulfo- et glucurono-conjugaison (Figure 11)102,111.  
 
Figure 11 : Principaux métabolites du pazopanib, d’après Deng et al 102 et 111. 
 
Parmi les nombreux métabolites du pazopanib, deux métabolites hydroxylés 
(GSK1268992, GSK1268997) et deux métabolites N-déméthylés (GSK1071306, 
GW700201) sont actifs : GSK1268997 est aussi puissant que le pazopanib, alors que 
les trois autres métabolites sont 10 à 20 fois moins actifs102. Mais au vu de leurs 
concentrations plasmatiques (chacun représente moins de 4% de l’exposition 
plasmatique totale, alors que le pazopanib correspond à 87% de l’exposition), leur 
contribution à l’effet pharmacologique in vivo est probablement faible40,102. Le 
pazopanib est éliminé lentement avec une demi-vie d’environ 31 heures90. 
L’élimination se fait principalement par voie fécale : 82% de la dose est excrétée dans 
les selles (67% sous forme inchangée, vraisemblablement du fait de l’absorption 
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incomplète, 10% sous forme de métabolites oxydés) et moins de 3% dans l’urine 
(principalement sous forme de métabolites hydroxylés et glucurono-conjugués)102.  
La pharmacocinétique du pazopanib a été étudiée chez des patients présentant des 
degrés variables de dysfonction hépatique. Cette étude a permis de formuler les 
recommandations posologiques suivantes90,112 :  
- insuffisance hépatique légère (bilirubine totale normale et ALAT > LSN ou 
bilirubine totale ≤ 1,5 LSN indépendamment du taux d’ALAT)  
La tolérance et le profil pharmacocinétique des patients présentant une insuffisance 
hépatique légère traités à la dose de 800 mg/j sont comparables à ceux des patients 
ne présentant pas d’altération de la fonction hépatique. Le pazopanib peut donc être 
administré à la dose de 800 mg/j. 
- insuffisance hépatique modérée (1,5 LSN < bilirubine totale < 3 LSN, 
indépendamment du taux d’ALAT)  
La dose maximale tolérée dans cette sous-population de patients est de 200 mg/j. 
L’exposition plasmatique en pazopanib à cette dose, soit environ 40-45% de 
l’exposition plasmatique en pazopanib observée à 800 mg/j, reste compatible avec 
une inhibition des tyrosine kinases cibles, bien que le taux de progression soit très 
supérieur dans ce groupe de patients. La dose recommandée est donc de 200 mg/j.  
- insuffisance hépatique sévère (bilirubine totale > 3 LSN indépendamment du 
taux d’ALAT) 
Du fait de l’établissement d’une dose maximale tolérée à 200 mg/j dans le groupe de 
patients présentant une insuffisance hépatique modérée, aucune dose supérieure à 
200 mg/j n’a été explorée en cas d’insuffisance hépatique sévère. A ce niveau de 
dose, l’exposition en pazopanib est trop faible pour s’accompagner d’un bénéfice 
clinique chez les patients exposés. Par ailleurs, la tolérance au traitement dans ce 
groupe est inférieure à celle des patients sans dysfonctionnement hépatique. De ce 
fait, le pazopanib n’est pas recommandé en cas d’insuffisance hépatique sévère. 
En cas d’insuffisance hépatique légère à modérée, le traitement doit être envisagé 
avec prudence et impose un suivi régulier de la fonction hépatique et de la tolérance 
au traitement.  
Par ailleurs, une étude de phase I a été menée chez des patients atteints de 
carcinomes hépatocellulaires (score de Child-Pugh A). Dans cette population de 
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patients présentant des altérations préexistantes de la fonction hépatique, la dose 
maximale tolérée est de 600 mg/j et l’incidence des élévations des transaminases et 
de la bilirubine est supérieure106. 
 
6. Interactions médicamenteuses 
Une étude rétrospective menée chez 356 patients traités par ITK a mis en évidence 
que le pazopanib est très pourvoyeur d’interactions médicamenteuses. Il est en effet 
impliqué dans près d’un quart des interactions sévères détectées dans cette cohorte, 
les interactions sévères étant définies comme celles susceptibles d’avoir des 
conséquences cliniques par allongement de l’espace QT ou via des variations des 
concentrations plasmatiques en ITK80. 
 
a. Effets des autres médicaments sur le pazopanib 
Le pazopanib est un substrat du CYP3A4, de la P-gp et de la BCRP. Les inducteurs et 
inhibiteurs du CYP3A4 ainsi que les inhibiteurs de la P-gp et de la BCRP peuvent donc 
diminuer ou augmenter les concentrations plasmatiques en pazopanib, et ainsi 
diminuer son efficacité ou potentialiser ses effets indésirables. Plusieurs études 
d’interaction ont été réalisées in vivo. Le kétoconazole, un inhibiteur puissant du 
CYP3A4, augmente l’exposition en pazopanib d’un facteur 1,5 environ, alors que la 
formation des métabolites GSK1268997 et GSK1071306 est inhibée (les ratios d’AUC 
sont respectivement de 0,39 et 0,56). L’exposition en GSK1268992 n’est par contre 
pas modifiée. L’exposition en pazopanib après administration de 400 mg/j de 
pazopanib en association au kétoconazole est équivalente à celle observée après 
administration de 800 mg/j de pazopanib en monothérapie113. L’interaction entre le 
kétoconazole et le pazopanib a également été mise en évidence lors de 
l’administration de pazopanib par voie ophtalmique (augmentation de l’AUC et de la 
Cmax d’un facteur 1,47 et 2,21 respectivement), bien que la pertinence clinique soit 
difficile à déterminer dans la mesure où le pazopanib n’a pas été développé pour cette 
voie d’administration86. Deux études d’interaction entre le pazopanib et le lapatinib, 
un inhibiteur du CYP3A4, de la P-gp et un puissant inhibiteur de la BCRP, donnent 
des résultats contradictoires et ne permettent donc pas de conclure quant au risque 
d’interaction in vivo. De Jonge et al ont mis en évidence une augmentation de 
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l’exposition en pazopanib (800 mg) de 50-60% en cas d’association au lapatinib (1500 
mg), alors que le ratio AUCassociation/AUCmonothérapie n’est pas significativement différent 
de 1 dans l’étude de Inada-Inoue et al  réalisée sur une population japonaise114,115. 
Dans une autre étude, l’AUC et la Cmin en pazopanib ont été réduites de 30% et 50% 
respectivement en cas de co-administration avec des inducteurs enzymatiques, la 
phenytoïne ou la carbamazepine116. Enfin, la co-administration de pazopanib et 
d’ifosfamide, un inducteur du CYP3A, se traduit par une réduction de 35% de 
l’exposition plasmatique en pazopanib117. Par conséquent, l’administration 
concomitante d’inducteurs ou d’inhibiteurs puissants du CYP3A4, d’inhibiteurs 
puissants de la P-gp et de la BCRP doit être évitée. Si l’association à un inhibiteur 
puissant du CYP3A4 ne peut être évitée, la posologie doit être réduite à 400 mg/j et 
les patients doivent être étroitement surveillés90. 
La solubilité du pazopanib en milieu aqueux étant pH-dépendante, des études 
d’interaction ont été menées avec l’ésoméprazole, un inhibiteur de la pompe à 
protons. La co-administration diminue l’exposition en pazopanib de 40% et 
l’exposition en métabolites (GSK1268992, GSK1268997, GSK1071306) de 30 à 
40%113. La co-administration de pazopanib avec des médicaments qui augmentent le 
pH gastrique doit être évitée. Dans le cas contraire, le pazopanib doit être administré 
lorsque le pH est au plus bas, soit en même temps qu'un inhibiteur de la pompe à 
protons, au moins 2 heures avant ou 10 heures après l'administration d’un antagoniste 
du récepteur H2 ou 1 heure avant ou 2 heures après l'administration d'antiacides 
d'action rapide90.  
 
b. Effets du pazopanib sur les autres médicaments  
In vitro, le pazopanib est un inhibiteur modéré des CYP1A2, CYP2B6, CYP2C8, 
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 et CYP3A4 et un inducteur modéré des 
CYP3A4 et CYP2B686. De plus, le pazopanib n’inactive pas les CYP in vitro (pas 
d’inhibition temps- et NADPH-dépendante)86,111. Au cours des études 
d’enregistrement, aucune variation des paramètres pharmacocinétiques du 
pazopanib n’a été observée au cours du temps, ce qui indique que le pazopanib 
n’inhibe pas et n’induit pas son métabolisme in vivo86. De Wit et al ont en revanche 
rapporté une légère diminution (17%) de l’exposition en pazopanib au cours du 
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temps, mais l’effectif de l’étude est très faible (n = 13)107. In vivo, une étude 
d’interaction entre le pazopanib et un cocktail de substrats test de différents 
cytochromes (midazolam, warfarine, oméprazole, caféine, dextrométorphane) a mis 
en évidence que le pazopanib est un inhibiteur faible des CYP2D6 et CYP3A4 et n’a 
pas d’effet cliniquement significatif sur les CYP1A2, CYP2C9 et CYP2C19118. Le ratio 
urinaire dextrométorphane/dextrorphane augmente de 33 à 64% lors de 
l’administration en association au pazopanib. L’AUC et la Cmax du midazolam 
augmentent de 30-35% au cours de la co-administration, ce qui coïncide avec les 
résultats de l’interaction entre le pazopanib et le paclitaxel (substrat des CYP3A4 et 
CYP2C8) en faveur d’une augmentation de 26% de l’AUC et de 36% de la Cmax, 
l’association restant bien tolérée119. Une interaction entre le pazopanib et le paclitaxel 
a également été observée au cours d’une étude de phase I du pazopanib en 
association au paclitaxel et au carboplatine dans le traitement de tumeurs solides 
avancés. Le pazopanib diminue la clairance du paclitaxel de 15-30%, ce qui se traduit 
par une augmentation de 40% de la Cmax et par une augmentation de l’incidence des 
toxicités hématologiques120. D’ailleurs, cette association n’a pas été développée 
davantage, du fait d’un profil de toxicité jugé non acceptable121. Le pazopanib interagit 
avec un autre substrat du CYP3A4, le docetaxel, puisqu’il diminue la clairance du 
docetaxel de 30% et augmente son exposition de plus de 50%122. Par contre, le 
pazopanib ne semble pas modifier la pharmacocinétique du lapatinib : Inada-Inoue et 
al ne mettent pas en évidence d’augmentation de l’exposition en lapatinib ; les 
données de de Jonge et al, quant à elles, ne sont pas concluantes du fait d’une forte 
variabilité des paramètres pharmacocinétiques114,115. 
In vitro, le pazopanib est également un inhibiteur d’OATP1B1, d’OCT1, de la P-gp, de 
la BCRP et de l’UGT1A186,109,123. Il y a donc un risque d’interaction avec les substrats 
de ces transporteurs. Une interaction entre le pazopanib et le métabolite de 
l’irinotecan - le SN38 - qui est substrat d’OATP1B1 et de l’UGT1A1 est en effet 
responsable in vivo d’une augmentation de 20% de l’exposition en SN3890. De même, 
une interaction cliniquement significative a lieu entre le pazopanib et les statines, qui 
sont substrats d’OATP1B1, de la P-gp et de la BCRP, résultant en une majoration de 
la toxicité hépatique. L’incidence des élévations de l’ALAT est significativement 
supérieure en cas de co-administration aux statines (quelle que soit la molécule), à la 
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simvastatine ou à l’atorvastatine (21%, 27%, 17% respectivement vs 14% en l’absence 
de statines) selon la méta-analyse de Xu et al124. Le traitement par statines doit donc 
être interrompu en cas de perturbations du bilan hépatique90. 
Enfin, les métabolites GSK1268992 et GSK1268997 sont des inhibiteurs de la BCRP90. 
 
7. Méthodes de dosage 
Différentes méthodes ont été développées et validées pour détecter et quantifier le 
pazopanib dans différentes matrices biologiques afin125: 
- de déterminer les paramètres pharmacocinétiques chez l’homme et l’animal, 
- d’étudier les relations PK-PD,  
- de réaliser un STP.  
La majorité des méthodes de bio-analyse disponibles concerne la détection et la 
quantification du pazopanib (molécule mère). Une méthode a été développée par 
GSK pour la quantification des 4 principaux métabolites du pazopanib, mais les 
paramètres techniques restent inconnus, faute de publication86,125. Une méthode a 
été validée pour la détermination des concentrations libres en pazopanib, l’ensemble 
des autres méthodes permettant d’évaluer les concentrations totales110. Les 
méthodes publiées décrivent la quantification du pazopanib seul ou dans un panel 
d’autres ITK, ce qui est particulièrement intéressant pour le suivi thérapeutique en 
pratique clinique courante. Seules trois méthodes publiées ont été développées sur 
des matrices animales (sérum de veau, plasma et homogénat de cerveau de souris, 
sang de souris), le sérum de veau étant utilisé comme un substitut de sérum 
humain126-128. Les méthodes développées par GSK au cours des études précliniques 
ne sont en effet pas disponibles. La matrice humaine la plus courante est le plasma, 
comme pour la plupart des médicaments125. Deux méthodes ont été développées 
pour la quantification du pazopanib soit dans le sérum, soit dans des « dried blood 
spots » (DBS). Malgré sa complexité, cette dernière matrice tend à se développer du 
fait de la facilité de prélèvement, de stockage et de transport, mais reste encore 
confidentielle dans le domaine du suivi thérapeutique des ITK125. Les prises d’essai, 
de volumes variables (10-1000 µL), sont traitées par précipitation des protéines ou 
extraction liquide-liquide essentiellement. La séparation des analytes des échantillons 
repose systématiquement sur la chromatographie en phase liquide, soit à haute 
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performance (HPLC), soit à ultra haute performance (UPLC). Les méthodes les plus 
anciennes ont été développées avec de l’HPLC, alors que les méthodes plus récentes 
font appel à l’UPLC du fait de la réduction des temps d’analyse et de l’amélioration de 
la sensibilité et de la résolution125. Comme pour la plupart des ITK, la détection se fait 
dans l’UV ou très majoritairement par spectrométrie de masse en tandem après 
ionisation par la technique de l’électrospray en mode positif (ESI+-MS/MS). Elle 
présente en effet de nombreux avantages - réduction des volumes des prises d’essai, 
amélioration de la spécificité et de la sensibilité, possibilité d’identification structurale 
- même si le coût de l’appareillage et le coût analytique restent élevés125. Selon les 
méthodes, la gamme des concentrations quantifiables est comprise entre 1 et 200 




















Tableau 1 : Méthodes de dosage du pazopanib dans les milieux biologiques.   
Matrice Multi-ITK Préparation des 
échantillons 




Non Méthode : 
LLE (acétate 
d’éthyle) 
IS : vandetanib 
Volume : 100 µL 
Méthode : HPLC 
Phase stationnaire : 
colonne hybride 
greffée (C18, 50 x 4,6 
mm, 5,0 μm) 
Phase mobile : ACN – 
H2O/0,1% (v/v) 
HCOOH (70/30, v/v) 
Elution : isocratique 
Débit : 0,25 mL/min 
Run time : 3,5 min 
RT : 1,8 - 2 min 
Volume injecté : 10 µL 
Méthode : MS/MS 
Ionisation : ESI+ 
Mode : MRM 
P : m/z 438,1→ 
357,2 
3,9 – 1 000 ng/mL Minocha et al 127 









Méthode : PP (ACN) 
IS : testosterone 
Volume : 10 µL 
Méthode : UPLC 
Phase stationnaire : 
colonne hybride 
greffée (C18, 50 x 2,1 
mm, 1,7 μm) 
Phase mobile : ACN – 
H2O/0,1% (v/v) 
HCOOH 
Elution : gradient 
Débit : 0,45 mL/min 
Run time : 6,5 min 
RT : 2 min 
Volume injecté : 10 µL 
Méthode : MS/MS 
Ionisation : ESI+ 
Mode : SRM 
P : m/z 438,3→ 
357,3 
27 – 7 000 ng/mL He et al 128 







Méthode : LLE (1-
chlorobutane) 
IS : dasatinib 
Volume : 300 µL 
 
  
Méthode : HPLC 
Phase stationnaire : 
colonne de silice 
greffée (RP8, 250 x 4 
mm) 
Phase mobile : 
H3PO4/KH2PO4 0,05 M 
Méthode : DAD (265 
nm) 
20 – 10 000 ng/mL Dziadoz et al 126 
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Vatalanib pH = 2,3 – ACN 
(70/30, v/v) 
Elution : isocratique 
Débit : 0,7 mL/min 
Run time : 20 min 
RT : 9,3 min 
Volume injecté : 50 µL 
Plasma Non Méthode : NA 
IS : NA 
Volume : NA 
Méthode : HPLC 
Phase stationnaire : NA 
Phase mobile : NA 
Elution : NA 
Débit : NA 
Run time : NA 
RT : NA 
Volume injecté : NA 
Méthode : MS/MS 
Ionisation : NA 
Mode : NA 
 







Plasma Non Méthode : NA 
IS : NA 
Volume : NA 
Méthode : HPLC 
Phase stationnaire : NA 
Phase mobile : NA 
Elution : NA 
Débit : NA 
Run time : NA 
RT : NA 
Volume injecté : NA 
Méthode : MS/MS 
Ionisation : NA 
Mode : NA 
 









Plasma Non Méthode : NA 
IS : NA 
Volume : NA 
Méthode : HPLC 
Phase stationnaire : NA 
Phase mobile : NA 
Elution : NA 
Débit : NA 
Run time : NA 
RT : NA 
Volume injecté : NA 
Méthode : MS/MS 
Ionisation : NA 
Mode : NA 
 












Méthode : NA 
IS : NA 
Volume : NA 
Méthode : HPLC 
Phase stationnaire : NA 
Phase mobile : NA 
Elution : NA 
Débit : NA 
Run time : NA 
Méthode : MS/MS 
Ionisation : NA 
Mode : NA 
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RT : NA 
Volume injecté : NA 
biopharmaceutics 
review86 
Plasma  Non Méthode : PP (ACN) 
IS : pazopanib-d4 
Volume : 50 µL 
Méthode : UPLC 
Phase stationnaire : 
colonne hybride 
greffée (C18, 30 x 2,1 
mm, 1,7 µm) 
Phase mobile : ACN – 
H2O – H2O/0,1% (v/v) 
HCOOH (24/71/5, 
v/v/v) 
Elution : isocratique 
Débit : 0,6 mL/min 
Run time : 7 min 
RT : 1,2 min 
Volume injecté : 1 µL 
Méthode : MS/MS 
Ionisation : ESI+ 
Mode : SRM 
P : m/z 438,20→ 
357,15 
IS : m/z 442,20→ 
361,15 
100 – 100 000 
ng/mL 
Sparidans et al 129 














IS : 13C2H3-pazopanib 
Volume : 50 µL 
Méthode : UPLC 
Phase stationnaire : 
colonne hybride 
greffée (C18, 100 x 2,1 
mm, 1,7 µm) 
Phase mobile : A = 
acétate d’ammonium 2 
mM 0,1% (v/v) HCOOH 
(phase aqueuse), B = 
acétate d’ammonium 2 
mM 0,1% (v/v) HCOOH 
(phase organique : 
MeOH) 
Elution : gradient  
Débit : 0,4 mL/min 
Run time : 7 min 
RT : 3,6 min 
Volume injecté : 1 µL 
Méthode : MS/MS 
Ionisation : ESI+ 
Mode : MRM 
P : m/z 438,1→ 
357,0  
IS : m/z 
442,1→361,0 
1 000 – 50 000 
ng/mL 
van Erp et al 130 
Plasma  Oui Méthode : 
PP (MeOH) 
IS : 13C2H3-pazopanib 
Méthode : HPLC 
Phase stationnaire : 
colonne de silice 
Méthode : MS/MS 
Ionisation : ESI+ 
Mode : SRM 
200 – 100 000 
ng/mL 
Cardoso et al 131 










Volume : 100 µL greffée (C18, 75 x 2,1 
mm, 3,5 µm) 
Phase mobile : A = 
acétate d’ammonium 2 
mM 0,1% HCOOH, B = 
ACN 0,1% HCOOH 
Elution : gradient  
Débit : 0,3 mL/min 
Run time : 9,5 min 
RT : 1,4 min 
Volume injecté : 10 µL 
P : m/z 438.1→ 
184.0 
IS : m/z 442.3→ 
361.3 










Méthode : PP (ACN) 
IS : 2H8-imatinib 
Volume : 50 µL 
Méthode : UPLC 
Phase stationnaire : 
colonne de silice 
greffée (C18, 100 × 2,1 
mm, 2 µm) 
Phase mobile : A =  
ACN, B = Formiate 
d’ammonium 10 mM 
pH = 5,0  
Elution : gradient 
Débit : 0,3 mL/min 
Run time : 6 min 
RT : 2,9 min 
Volume injecté : 1-2 µL 
Méthode : MS/MS 
Ionisation : ESI+ 
Mode : SRM 
P : m/z 438.2→ 
341.4 
500 – 50 000 ng/mL Takasaki et al 132 
Dried blood spots Non Méthode : extraction 
du papier 
buvard/filtre (MeOH) 
IS : 13C2H3-pazopanib 
Volume : ≈ 10-30 µL 
(15 µL pour les 
blancs, la gamme et 
les QC) 
Méthode : HPLC 
Phase stationnaire : 
colonne de silice 
greffée (C18, 50 × 2,1 
mm, 5 μm) 
Phase mobile : A = 
MeOH, B = H2O 0,1% 
HCOOH 
Elution : gradient 
Débit : 0,4 puis 0,6 
mL/min 
Run time : 4 min 
Méthode : MS/MS 
Ionisation : ESI+ 
Mode : SRM 
P : m/z 438,2→ 
357,3 
IS : m/z 442.2→ 
361.2 
1 000 – 50 000 
ng/mL 
Verheijen et al 133 
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RT : NA 
Volume injecté : 5 µL 
Plasma Non Méthode : LLE (éther 
diéthylique) 
IS : gefitinib 
Volume : 100 µL 
Méthode : HPLC 
Phase stationnaire : 
colonne greffée (C18, 
150 x 4,6 mm, 5 µm) 
Phase mobile : 
ACN/MeOH(70/30, v/v) 
– acétate d’ammonium 
20 mM 
pH = 7 (53/47, v/v) 
Elution : isocratique 
Débit : 1 mL/min 
Run time : 9,5 min 
RT : 3,3 min 
Volume injecté : 100 µL 
Méthode : UV (260 
nm) 

















Méthode : PP (ACN) 
IS : 13C2H3-pazopanib 
Volume : 50 µL 
Méthode : HPLC 
Phase stationnaire : 
colonne de silice 
greffée (C18, 50 x 2,0 
mm, 5 µm)  
Phase mobile : A =  
NH4OH 10 mM (H2O), 
B = NH4OH 1 mM 
(MeOH) 
Elution : gradient 
Débit : 0,25 mL/min 
Run time : 5,5 min 
RT : 1,9 min 
Volume injecté : 1 µL 
Méthode : MS/MS 
Ionisation : ESI+ 
Mode : MRM 
P : m/z 438→357 
IS : m/z 442→ 361 








Méthode : SPE 
IS : NA 
Volume : NA 
Méthode : UPLC 
Phase stationnaire : 
colonne hybride 
greffée (C18, 50 x 2,2 
mm) 
Phase mobile : ACN, 
Formiate d’ammonium 
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Elution : gradient 
Débit : NA 
Run time : NA 
RT : NA 






Méthode : PP (ACN) 
IS : NA 
Volume : 1000 µL 
Méthode : HPLC 
Phase stationnaire : 
colonne greffée (C18, 
200 × 4,6 mm, 5,0 µm) 
Phase mobile : MeOH 
– H2O 0,1% HCOOH 
(65/35, v/v) 
Elution : isocratique 
Débit : 0,9 mL/min 
Run time : 5 min 
RT : NA (tous les 
analytes sont élués 
entre 2,8 et 3,8 min) 
Volume injecté : 0,9 µL 
Méthode : DAD (190  
à 800 nm) 
500 – 6 100 ng/mL Xiang et al 137 
Plasma Non Méthode : PP (ACN – 
acétate d’ammonium 
10 mM (80/20, v/v)) 
IS : 13C2H3-pazopanib 
Volume : 20 µL 
 
Méthode : UPLC 
Phase stationnaire : 
colonne hybride 
greffée (C18, 50 × 2,1 
mm, 1,7 µm) 
Phase mobile : ACN – 
acétate d’ammonium 
10 mM (42/58, v/v) 
Elution : isocratique 
Débit : 0,3 mL/min 
Run time : 5 min 
RT : 0,6 min 
Volume injecté : 2 µL 
Méthode : MS/MS 
Ionisation : ESI+ 
Mode : SRM 
P : m/z 438→357 
IS : m/z 442→361 
100 – 50 000 ng/mL 
(Concentrations 
totales) 
Imbs et al 138 
Plasma Non Méthode : PP (ACN – 
acétate d’ammonium 
10 mM (80/20, v/v)) 
IS : 13C2H3-pazopanib 
Volume : 100 µL 
Méthode : UPLC 
Phase stationnaire : 
colonne hybride 
greffée (C18, 50 × 2,1 
mm, 1,7 µm) 
Méthode : MS/MS 
Ionisation : ESI+ 
Mode : SRM 
P : m/z 438→357 
IS : m/z 442→361 
1 – 500 ng/mL 
(Concentrations 
libres) 
Imbs et al 110 
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 Phase mobile : ACN – 
acétate d’ammonium 
10 mM (42/58, v/v) 
Elution : isocratique 
Débit : 0,3 mL/min 
Run time : 5 min 
RT : 0,6 min 
Volume injecté : 2 µL 
Plasma Non Méthode : PP 
(MeOH) 
IS : 13C2H3-pazopanib 
Volume : 10 µL 
 
Méthode : UPLC 
Phase stationnaire : 
colonne hybride 
greffée (C18, 50 × 2,0 
mm, 5 µm) 
Phase mobile : A = 
NH4OH 10 mM (phase 
aqueuse), B = NH4OH 
1 mM (phase 
organique : MeOH) 
(45/55 v/v) 
Elution : isocratique 
Débit : 0,4 mL/min 
Run time : 2,5 min 
RT : ≈ 1,5 min 
Volume injecté : 5 µL 
Méthode : MS/MS 
Ionisation : ESI+ 
Mode : SRM 
P : m/z 438→357 
IS : m/z 442→361 
1 000 – 50 000 
ng/mL 
 
Verheijen et al 139 
ACN : Acétonitrile; DAD : Diode array detector; IS : Internal standard; ESI : Electrospray ionization; HPLC : High performance liquid chromatography; ITK : 
Inhibiteurs de tyrosine kinases; LLE : Liquid-liquid extraction; MeOH : Méthanol; MRM : Multiple reaction monitoring; NA : Not Available; P : Pazopanib; PP : 
Protein precipitation; QC : Quality control; RP : Reverse phase; SPE : Solid phase extraction; SRM : Selected reaction monitoring; RT : Retention time; UPLC : 
Ultra Performance liquid chromatography. 
*Données de l’abstract (article complet non accessible). 
 
 
8. Relations pharmacocinétique-pharmacodynamique 
Les études précliniques réalisées sur souris xénogreffées ont mis en évidence que 
des concentrations plasmatiques résiduelles à l’état d’équilibre (Cmin,ss) supérieures à 
17,5 μg/mL (40 µmol/L) sont nécessaires pour obtenir une activité anti-angiogénique 
optimale. Au vu de la fraction libre du pazopanib, cette exposition s’accompagne en 
effet de concentrations libres supérieures à l’IC50 caractérisant l’inhibition de 
VEGFR287. 
Les premières analyses de relations PK-PD chez l’homme sont rapportées dans le 
dossier d’enregistrement. Les premières indications d’une corrélation entre exposition 
et toxicité in vivo proviennent d’études de phase I. Une régression logistique met en 
évidence que la probabilité de développer une hypertension artérielle (HTA) 
augmente avec la Cmin,ss (étude VEG10003)86. En effet, au cours de cette phase I 
réalisée chez des patients atteints de tumeurs solides avancées réfractaires, 77% des 
patients présentant une Cmin,ss ≥ 15 μg/mL ont développé une HTA contre seulement 
39% des patients avec une Cmin,ss < 15 μg/mL. De plus, parmi les 6 patients atteints 
d’un cancer du rein métastatique et présentant une réponse partielle ou une maladie 
stable, 5 (83%) étaient exposés à une Cmin,ss ≥ 15 μg/mL, tandis que les 4 (100%) 
patients ayant progressé avaient une Cmin,ss < 15 μg/mL (étude VEG10003)105. L’HTA 
pourrait donc être considérée comme un marqueur pharmacodynamique de 
l’efficacité clinique du pazopanib. Une autre régression logistique démontre que la 
probabilité d’élévation de l’ALAT (grade ≥ 3) augmente avec la Cmin,ss (étude 
VEG105192), mais une toxicité hépatique a été observée à tous les niveaux de dose 
dans l’étude de phase I VEG1000386. Par ailleurs, une étude de phase I en pédiatrie a 
mis en évidence une corrélation entre la survenue de toxicités (HTA, toxicités dose-
limitantes quelles qu’elles soient) et l’exposition en pazopanib (AUC0-24h et Cmin,ss), 
l’exposition étant significativement plus élevée chez les enfants ayant présenté une 
toxicité140. De plus, les épisodes d’HTA observés après administration d’une dose 
unique de pazopanib étaient plus intenses et plus prolongés en cas d’administration 
concomitante à une prise alimentaire, soit chez les patients ayant les plus fortes 
expositions85. Par la suite, l’analyse rétrospective de données provenant de plusieurs 
essais cliniques a permis de confirmer l’existence de relations entre l’exposition en 
pazopanib et la survenue de toxicités. Lin et al ont mis en évidence que l’incidence 
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de l’HTA, des élévations de l’ALAT, des diarrhées, des syndromes main-pied, des 
stomatites et des modifications de la couleur des cheveux augmente avec la Cmin,ss, 
alors qu’aucune relation n’est observée pour la survenue de nausées/vomissements, 
dysgueusie, rash et fatigue141. En utilisant des modèles de régression logistique 
bayésienne, Suttle et al ont pu déterminer des seuils de  Cmin,ss associés à une forte 
probabilité de développer une HTA ou des élévations de l’ALAT > 3N, respectivement 
12,3 µg/mL et 15,4 µg/mL, qui sont en accord avec ceux observés in vivo142. Par 
ailleurs, l’exposition en pazopanib a été utilisée, avec l’âge et le taux d’ALAT à 
baseline, pour définir des groupes de patients à risque de développer des élévations 
de l’ALAT, le niveau de risque le plus faible étant lié à une Cmin,ss ≤ 17,5 μg/mL143. 
Des données relatives aux relations PK-PD en matière d’efficacité sont également 
disponibles dans le dossier d’AMM. Une régression logistique a permis de montrer 
que la probabilité de réponse au traitement augmente avec la Cmin,ss (étude 
VEG10003). Par contre, aucune relation entre la Cmin,ss et la survie sans progression 
n’a pu être mise en évidence dans la cohorte de patients analysée (étude VEG105192 
: analyse de Kaplan-Meier après stratification en quartiles de Cmin,ss), 
vraisemblablement parce que les Cmin,ss médianes et moyennes sont toutes 
supérieures au seuil retenu de 15 µg/mL86. Des corrélations entre l’exposition en 
pazopanib et l’efficacité ont depuis été mises en évidence. Au cours de la phase I 
menée par Yau et al chez des patients atteints de carcinomes hépatocellulaires, tous 
les patients ayant présenté une réponse supérieure à 40% lors de la réévaluation par 
imagerie avaient une Cmin,ss ≥ 20 μg/mL106. Bender et al ont pu identifier un seuil 
plasmatique de 20 µg/mL définissant un bénéfice clinique et un seuil de 30 µg/mL 
chez les enfants présentant une stabilisation prolongée (> 1 an) de la maladie140. 
Chez des patients atteints d'un cancer thyroïdien différencié progressif réfractaire à 
l'iode radioactif, les Cmax au cours du premier cycle de pazopanib sont corrélées à la 
réponse radiographique144. Une corrélation entre la Cmin,ss et la survie sans 
progression à 4 mois a été mise en évidence dans une étude de phase II du pazopanib 
dans les GIST (tumeurs stromales gastro-intestinales)103. Une analyse de données 
provenant d'une étude de phase II dans le traitement de cancers du rein métastatiques 
indique qu’une Cmin,ss > 20,6 µg/mL après 1 mois de traitement est associée à une 
efficacité améliorée (survie sans progression, taux de réponse, « tumour shrinkage »), 
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même si aucune corrélation significative entre la Cmin,ss et le taux plasmatique du 
biomarqueur d’efficacité, VEGFR2 soluble, n’a été observée145,146. 
Toutes ces études ont permis de définir une cible pharmacocinétique : Cmin,ss ≥ 20 
µg/mL147–149. Or, Suttle et al ont mis en évidence qu’environ 20% des patients 
n’atteignent pas ce seuil plasmatique et sont donc à risque d’efficacité suboptimale146. 
Dans un autre étude, un tiers des patients présentaient des Cmin,ss inférieures à la cible 
de 20 µg/mL150. Comme la pharmacocinétique du pazopanib présente par ailleurs 
une variabilité interindividuelle (67-72%) supérieure à la variabilité intra-individuelle 
(25-27%), le pazopanib est un bon candidat à une individualisation posologique via la 
réalisation d’un suivi thérapeutique pharmacologique147. Deux essais ont étudié la 
faisabilité de cette démarche. Dans la première étude, les adaptations posologiques 
visaient à atteindre une AUC0-24h cible de 805 (715–920) mg*h/L. Cette étude n'a pas 
permis de réduire significativement la variabilité interindividuelle, probablement du fait 
d'une forte variabilité intra-individuelle107. La cible pharmacocinétique de la 2ème étude 
était une Cmin,ss de 20 µg/mL. Des adaptations de dose réalisées après 2, 4 et 6 
semaines de traitement basées sur les mesures des Cmin,ss ont conduit à des 
modulations de doses allant de 400 à 1800 mg/j. Sur les 30 patients atteints de 
tumeurs solides avancées, 10 ont pu bénéficier d’une augmentation de dose pour 
atteindre des concentrations plasmatiques efficaces, alors qu’une décroissance a été 
entreprise avec succès chez 9 patients présentant des toxicités de grade ≥ 3 et de 
fortes concentrations résiduelles. La variabilité interindividuelle de Cmin,ss a ainsi pu 
être réduite de 72 à 34%151. Cette étude a démontré la faisabilité du suivi thérapeutique 
pharmacologique du pazopanib, qui est dorénavant réalisé en pratique clinique 
courante. 
Aucune de ces études n’a étudié les relations PK-PD des principaux métabolites du 
pazopanib.  
 
B. Sunitinib    
1. Relations structure-activité 
Le sunitinib, SU11248 ou (Z)-N-[2-(diéthylamino)éthyl]-5-[(5-fluoro-2-oxo-1,2-dihydro-
3H-indol-3-ylidène)méthyl]-2,4-diméthyl-1H-pyrrole-3-carboxamide, est issu de 
l’optimisation chimique de hits identifiés par screening à haut débit. Il dérive de 
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structures comportant des noyaux indolin-2-ones ou oxindoles substituées par un 
phényle ou un pyrrole en position 3 via un motif méthylidène de configuration Z (1 et 
2) (Figure 12). Ces hits sont des inhibiteurs sélectifs des récepteurs de la famille de 
VEGFR et PDGFR. Des données de co-cristallisation d’oxindoles substitués en 
position 3 dans le domaine kinase de FGFR, une kinase proche de VEGFR2, ont en 
effet montré que152 : 
- les molécules qui se lient au site actif de la kinase sont de configuration Z. 
- le noyau indolin-2-one se lie au niveau de la poche de fixation de l’adénine par 
l’intermédiaire de deux liaisons hydrogène établies avec des résidus d’acides 
aminés par les atomes d’azote et d’oxygène en position 1 et 2. Ce noyau 
bloque ainsi l’accès de l’ATP à son site de liaison. 
- les substituants du noyau s’étendent vers la région charnière entre les deux 
lobes de la kinase. 
L’évaluation biologique de molécules de la série des oxindoles substitués en position 
3 a permis de confirmer que la configuration Z est nécessaire à l’activité152. 
L’optimisation chimique a débuté en évaluant l’effet du substituant en position 3 de 
l’oxindole. Contrairement à l’introduction d’un noyau phényle, l’introduction d’un 
noyau hétéro-aromatique à 5 sommets (pyrrole, pyrazole, furane, thiophène) permet 
d’obtenir des molécules très sélectives des récepteurs de la famille de VEGFR et 
PDGFR, les dérivés du pyrrole étant les plus puissants. Par ailleurs, le proton vinylique 
du « linker » méthylidène est nécessaire à l’activité152. L’optimisation chimique s’est 
poursuivie par l’étude de l’effet des substitutions sur les noyaux aromatiques152 :  
- l’alkylation en position 1 de l’indolin-2-one abolit l’activité contre les récepteurs 
de la famille de PDGFR et diminue considérablement l’activité contre les 
récepteurs de la famille de VEGFR. Ces résultats sont en accord avec les 
données cristallographiques qui indiquent que l’atome d’azote en position 1 
est impliqué dans l’établissement d’une liaison hydrogène avec la kinase. 
- la substitution en position 4 est défavorable à l’activité. 
- l’introduction de substituants électro-attracteurs en position 5 est défavorable 
à l’activité. 
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- l’introduction de groupements méthyle en 3’ et 5’ du pyrrole ainsi qu’un 
groupement électro-attracteur polaire en 4’ conduit à des inhibiteurs sélectifs 
des récepteurs de la famille de VEGFR.  
Ainsi, le dérivé SU5416 ou semaxanib 3, un inhibiteur sélectif des récepteurs de la 
famille de VEGFR, tout comme l’inhibiteur sélectif de PDGFRSU6668 ou orantinib 4, 
ont fait l’objet d’un développement clinique jusqu’en phase II/III, interrompu pour 
différentes raisons : manque d’efficacité, mauvaise tolérance, propriétés 
pharmacocinétiques défavorables (faible solubilité, forte liaison aux protéines 
plasmatiques) (Figure 12)153,154. L’optimisation de ces molécules a débuté par l’étude 
de l’effet d’une substitution en position 4’ du pyrrole, d’une part parce qu’étant située 
à l’entrée du site actif elle peut améliorer les propriétés pharmacocinétiques, d’autre 
part parce qu’elle peut influencer la sélectivité des inhibiteurs154. En effet, les dérivés 
neutre (3) et acide (4) sont respectivement sélectifs des récepteurs de la famille de 
VEGFR et PDGFR, alors que les dérivés basiques sont des inhibiteurs mixtes. La 
solubilité en milieux acide et neutre ainsi que l’activité sont considérablement 
améliorées lorsqu’une chaîne latérale diéthylaminoéthyle est fixée en 4’ par 
l’intermédiaire d’un amide secondaire (5). L’optimisation s’est alors poursuivie par la 
diversification du groupement basique présent à l’extrémité de la chaîne latérale154 : 
- l’introduction de noyaux hétéro-aromatiques (pyridine, triazole) réduit l’activité 
et réduit considérablement la solubilité.  
- l’introduction d’une pyrrolidine, d’une morpholine ou d’une diméthylamine 
réduit la solubilité à pH neutre.  
- l’introduction d’une N-méthylpipéridine réduit la solubilité, la stabilité 
métabolique (N-déméthylation) et augmente la cytotoxicité.  
Enfin, l’introduction d’halogènes en position 5 sur le noyau indolin-2-one permet 
d’améliorer l’activité au niveau cellulaire, les dérivés fluorés étant les moins 
cytotoxiques. Dans cette série, la molécule la plus puissante, la plus soluble et la 
moins cytotoxique est donc un analogue fluoré de 5 : le sunitinib 6 (Figure 12)154. 
Il est intéressant de noter que de nombreux oxindoles naturels ou de synthèse, y 
compris deux ITK, le lestaurtinib et le nintedanib, ont été développés et évalués dans 
le cadre de recherches de médicaments anticancéreux155.  
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Figure 12 : Structures des molécules ayant conduit à la découverte du sunitinib, d’après Sun et al 152,154. 
 
2. Propriétés physico-chimiques 
Le sunitinib (C22H27FN4O2) est caractérisé par une masse molaire de 398,5 g/mol, un 
logP et un logD à pH = 6 de 3,1 et 1,4 respectivement. Il possède 9 sites donneurs 
ou accepteurs de liaison hydrogène (total H bond : 3 groupements donneurs et 6 
groupements accepteurs), présente une surface polaire comprise entre 50 et 100 Å² 
et comporte 3 cycles. Il vérifie donc la règle des 5 de Lipinski et la règle de Veber, 
présageant des propriétés compatibles avec une administration par voie orale38,39. La 
perméabilité déterminée sur cellules Caco-2 est faible (4,7.10-6 cm/s). La solubilité en 
milieu aqueux est faible, mais supérieure à pH acide : 2,6 mg/mL à pH = 2, 2,5 à 4,8 
mg/mL à pH ≈ 4, 0,4 mg/mL à pH = 6 et < 0,1 mg/mL à pH = 9. La solubilité est 
nettement améliorée (4-15 mg/mL) dans les jus de fruits (jus de pomme, jus d’orange) 
contenant de l’acide citrique et de l’acide malique (pH ≈ 3-4)154,156. Il est 
commercialisé sous forme de sel sous le nom de Sutent® par les laboratoires Pfizer. 
Le L-malate ou (S)-2-hydroxysuccinate de sunitinib (C22H27FN4O2 • C4H6O5 – masse 
molaire = 523,6 g/mol) est une poudre jaune à orange qui existe sous deux formes 
polymorphes : une forme cristalline, anhydre, non hygroscopique, stable à 
température ambiante, caractérisée par un point de fusion de 205 °C (forme I) et une 
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forme hautement désordonnée et hygroscopique (forme II). Cependant, la substance 
active approuvée est sous forme I, seule forme générée par le procédé de 
synthèse157,158. Le pKa du sel est de 8,95 et son logD est de 5,2 à pH = 7. Sa solubilité 
est de 25 mg/mL et est donc nettement augmentée en milieu aqueux à pH compris 
entre 1,2 et 6,8 mais diminue rapidement pour un pH > 6,8. La perméabilité 
déterminée sur cellules Caco-2 est faible (2,2 et 3,8.10-6 cm/s à 1 et 10 µM). Selon la 
classification BCS, le L-malate de sunitinib est un composé de classe IV : peu soluble 
en milieu aqueux et peu perméable157,159. En tant qu’oxindole, le sunitinib existe sous 
deux formes tautomères : un lactame et un lactime (Figure 13)155.  
 
 
Figure 13 : Tautomérie lactame-lactime du noyau oxindole du sunitinib. 
 
Le sunitinib possède une double liaison exocyclique de configuration Z. Cette 
configuration est favorisée car elle est thermodynamiquement stable : l’établissement 
d’une liaison hydrogène intramoléculaire entre l’oxygène du carbonyle de l’indolin-2-
one et le proton pyrrolique est à l’origine d’un « cycle » à 7 sommets, les noyaux indole 
et pyrrole étant coplanaires. De plus, l’encombrement stérique entre le fluorobenzène 
et le pyrrole défavorise la configuration E152,158. Effectivement, un oxindole analogue 
de sunitinib substitué au niveau de l’azote du noyau pyrrole par un groupement 
méthyle présente une configuration E, du fait de la perte de la liaison hydrogène 
intramoléculaire et d’une interaction défavorable entre les groupements méthyle et 
carbonyle152. Les isomères Z et E peuvent être séparés par chromatographie liquide et 
peuvent être distingués par RMN grâce à des expériences de NOESY 1D et 2D, 
puisque la corrélation entre le proton vinylique et le proton à la position 4 de 
l’indolinone n’existe que pour l’isomère Z  (Figure 14)152. De plus, Ngai et al ont 
rapporté que le signal du proton vinylique de l’isomère E est blindé de 0,3 ppm par 
rapport à celui de l’isomère Z, comme Sun et al ont pu l’observer pour des oxindoles 
analogues de sunitinib152,153.  




Figure 14 : Structures des isomères Z et E du sunitinib. 
 
L’isomérisation Z/E de la double liaison du sunitinib s’observe sous l’effet de 
l’exposition à la lumière (lumière du soleil, fluorescente, UV, lampe halogène, lampe 
à sodium) et à la chaleur152,153,160–164. Elle est favorisée en milieu acide, 
vraisemblablement parce que le carbonyle du lactame est déplacé vers la forme énol 
intracyclique du lactime et est donc moins disponible pour établir la liaison hydrogène 
intramoléculaire161,162. Comme l’ont montré les études de photo-stabilité, cette photo-
isomérisation n’a pas lieu à l’état solide, mais en solution157,161. Elle survient très 
rapidement (dès 5 min) en milieu aqueux ou organique, surtout dans les solvants 
polaires (méthanol, acétonitrile, DMSO)152,153,160–164. L’isomérisation Z/E de la double 
liaison observée lors de l’analyse d’échantillons de plasma est la conséquence de 
leur exposition à la lumière en cours de techniquage, car elle ne survient pas in vivo161. 
Les étapes du techniquage les plus sensibles à la photo-isomérisation sont donc 
celles mettant en jeu des solvants organiques (extraction liquide-liquide, précipitation 
des protéines). La photo-stabilité du sunitinib est supérieure dans le plasma164 et 
l’influence de la concentration en sunitinib sur l’isomérisation de la double liaison est 
controversée161,162. L’isomérisation est réversible lorsque les solutions sont placées à 
l’abri de la lumière, la réversibilité étant ralentie en milieu acide et à basse 
température160,161,165. L’isomérisation Z/E de la double liaison a des conséquences : 
- pharmacodynamiques :  
 activité : l’isomère Z est la substance active, l’isomère E étant au moins 
100 fois moins actif contre les récepteurs de la famille de VEGFR166. De 
plus, Sun et al ont montré que la configuration Z/E dans la série des 
oxindoles contrôle la puissance et la sélectivité des inhibiteurs152. 
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 toxicité : l’isomère Z est plus hépatotoxique que l’isomère E in vitro dans 
deux lignées d’hépatocytes (TAMH, HepG2)153. 
- galéniques : les solutions/suspensions buvables de sunitinib sont préparées 
dans des milieux acides (jus de pomme, Ora-Plus/Ora-Sweet) qui favorisent la 
solubilisation, mais aussi la photo-isomérisation156,167. Sistla et al ont observé 
1,6% d’isomère E,  90 minutes après reconstitution à lumière ambiante : les 
formes buvables doivent donc être préparées extemporanément156. Navid et al 
ont rapporté une stabilité de 60 jours à 4 °C et à température ambiante pour 
leur suspension buvable de sunitinib (10 mg/mL dans Ora-Plus/Ora-Sweet) 
conservée en flacon opaque, mais la méthode LC-MS développée pour le 
contrôle de la préparation ne permet pas de séparer les isomères167. Par 
conséquent, la préparation extemporanée des doses à administrer doit donc 
rester de rigueur pour les patients ayants des troubles de la déglutition. 
- analytiques, et donc sur le STP : les échantillons doivent être techniqués 
rapidement et à l’abri de la lumière. Récemment, Posocco et al ont proposé 
une méthode rapide permettant de convertir l’isomère E en isomère Z afin de 
s’affranchir de ces précautions (cf paragraphes IV.B.7 et IV.B.8)161,164.  
 
3. Propriétés pharmacodynamiques  
a. Mécanisme d’action 
Le sunitinib est un inhibiteur de tyrosine kinases ciblant les récepteurs du facteur de 
croissance endothélial vasculaire VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, les récepteurs du 
facteur de croissance plaquettaire PDGFRα, PDGFRβ, le récepteur du facteur de 
cellule souche c-KIT, le récepteur Fms-like tyrosine kinase-3 (FLT3), le récepteur du 
facteur stimulant la formation de colonies (CSF-1R) et le récepteur du facteur 
neurotrophique de la lignée gliale (RET) (IC50 = 21-22, 10, 3-12, 13-143, 10, 1-10, 250, 
50-100, 50 nM respectivement). Le sunitinib est donc un anti-angiogénique. Dans les 
études d’inhibition des tyrosine kinases cibles, le dérivé N-deséthylé principal 
métabolite du sunitinib est aussi puissant que la molécule mère159,168,169.  
Au niveau moléculaire, le sunitinib est un inhibiteur réversible, compétitif de l’ATP au 
niveau de son site de liaison situé dans le domaine kinase des tyrosine kinases cibles. 
La co-cristallisation du sunitinib dans le domaine kinase de VEGFR2 permet de décrire 
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son mode de liaison. Il pénètre peu profondément le site actif, à peine plus loin que 
le site de fixation de l’ATP. Bien qu’il soit un inhibiteur de type II, il ne se lie pas au 
niveau de la cavité hydrophobe allostérique et à peine au niveau du canal allostérique 
reliant cette dernière au site de fixation de l’adénine, puisqu’il ne dépasse pas le résidu 
« gatekeeper » Val916. Le noyau indolin-2-one se fixe au niveau du site de liaison de 
l’adénine, les atomes d’azote et d’oxygène établissant des liaisons hydrogène avec 
les résidus Glu917 et Cys919 de la région charnière de VEGFR2. Le sunitinib établit 
des interactions hydrophobes avec différents résidus du domaine kinase, notamment 
avec le résidu « gatekeeper », la région charnière et le résidu Phe1047 du motif DFG. 
La chaîne latérale s’étend vers l’extérieur du site actif, le pyrrole se plaçant directement 
à l’entrée. L’azote pyrrolique pourrait y former une liaison hydrogène avec un résidu 
d’acide aminé (Figure 15)8,33,88. 
 
 
Figure 15 : Mode de liaison du sunitinib à VEGFR2, d’après Wu et al 8.  
 
In vitro, le sunitinib inhibe de façon dose-dépendante l’autophosphorylation ligand-
induite de VEGFR2, PDGFRβ, c-KIT, FLT3 et CSF-1R ainsi que la prolifération induite 
par VEGF et PDGF de différentes lignées cellulaires (HUVEC, fibroblastes, lignées de 
LAM et de cancer du poumon)168,170. 
In vivo, dans différents modèles animaux de xénogreffes tumorales humaines 
(cancers du rein, du sein, du colon, du poumon, carcinome épidermoïde, mélanome, 
gliome, LAM), le sunitinib inhibe l’activation de VEGFR2 et PDGFRβ, la croissance 
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tumorale (tumeur primitive et métastases), l’angiogenèse et la perméabilité vasculaire 
induite par le VEGF de manière temps- et dose-dépendante168,170.  
  
b. Indications 
Le sunitinib est indiqué chez l’adulte dans le traitement171 : 
- des cancers du rein avancés/métastatiques : 
 en 1ère ligne. 
 après échec d’un traitement par cytokine. 
- des tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST) malignes non résécables 
et/ou métastatiques, après échec d’un traitement par imatinib dû à une 
résistance ou à une intolérance. 
- des tumeurs neuroendocrines du pancréas (pNET) non résécables ou 
métastatiques, bien différenciées. 
Par ailleurs, le sunitinib a l’AMM aux Etats-Unis dans le traitement adjuvant après 
néphrectomie de patients adultes à haut risque de récidive, alors que l’extension 
d’AMM dans cette indication a été refusée par l’EMA172,173. 
L’efficacité du sunitinib dans les cancers du rein avancés/métastatiques a été 
évaluée : 
- en 1ère ligne : au cours d’une étude de phase III multicentrique, randomisée, 
versus interféron-NCT00083889).  
Dans cette étude, le sunitinib a prolongé significativement la survie sans progression 
(SSP) par rapport à l’interféron- (médianes de SSP de 48,3 vs 22,1 semaines, HR = 
0,53 [IC95% : 0,43-0,64], p < 0,0001) et amélioré le taux de réponse objective (46% 
[IC95% : 41-51%] vs 12% [IC95% : 9-12%], p <0,001). Bien que la différence ne soit pas 
significative, la survie globale était plus longue dans le bras sunitinib (médianes de 
114,6 vs 94,9 semaines, HR = 0,821 [IC95% : 0,67-1,00], p = 0,051). De plus, la qualité 
de vie des patients était supérieure dans le bras sunitinib171,174. 
L’étude observationnelle SANTORIN a montré que l’efficacité du sunitinib en pratique 
clinique dans cette indication est comparable à celle observée au cours des essais 
cliniques175. 
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- après échec d’un traitement par cytokine : au cours de deux études de phase 
II, multicentriques, non contrôlées (NCT00077974, NCT00054886). 
Le critère principal d’efficacité de ces études était le taux de réponse objective, qui 
s’est avéré être respectivement de 36,5% (IC95% : 24,7-49,6%) et 35,8% (IC95% : 26,8-
47,5%). Les réponses, toutes partielles, étaient majoritairement observées au cours 
des 4 premiers cycles de traitement171,176–178. 
L’efficacité du sunitinib dans les GIST a été évaluée au cours d’une étude de phase 
III, randomisée, en double aveugle, contrôlée versus placebo (NCT00075218). Les 
résultats de l’analyse intermédiaire réalisée en cours d’étude ont montré la supériorité 
du sunitinib par rapport au placebo en matière de temps jusqu’à progression et de 
survie globale. Le risque de mortalité étant deux fois plus élevé dans le bras placebo, 
une levée d’aveugle a eu lieu et a permis un cross-over pour 99 patients. L’analyse 
finale a donc porté sur les patients du bras sunitinib ainsi que les patients initialement 
traités par placebo. Les résultats confirment la supériorité du sunitinib puisque le 
temps jusqu’à progression (TTP) et la survie sans progression (SSP) sont 
significativement prolongés (médianes de TTP de 26,6 vs 6,4 semaines, HR = 0,34 
[IC95% : 0,24-0,47], p < 0,001 ; médianes de SSP de 22,9 vs 6,0 semaines, HR = 0,35 
[IC95% : 0,25-0,48], p < 0,001). Le taux de réponse objective était de 6,6% (IC95% : 3,8-
10,5%). Par contre, la différence de survie globale (SG) n’était pas significative 
(médianes de SG de 72,7 vs 64,9 semaines, HR = 0,88 [IC95% : 0,68-1,13], p = 
0,306)171,179. 
Le sunitinib a fait la preuve de son efficacité dans les pNET au cours d’un essai de 
phase III, randomisé, multicentrique, international, en double aveugle, contrôlé versus 
placebo (NCT00428597). L’essai a été interrompu prématurément du fait d’une 
meilleure survie sans progression (SSP) dans le bras sunitinib (médianes de SSP de 
11,4 vs 5,5 mois, HR = 0,42 [IC95% : 0,26-0,62], p = 0,0001), le taux de réponse 
objective étant de 9,3% (IC95% : 3,2-15,4%). Un bénéfice clinique a été observé dans 
tous les sous-groupes de patients. Par contre, après 5 ans de suivi, la médiane de 
survie globale n’était pas significativement différente entre les deux bras171,180. 
La dose de sunitinib recommandée pour le traitement des patients atteints de cancers 
du rein avancés/métastatiques et de GIST est de 50 mg/j pendant 4 semaines suivi 
d’une pause de 2 semaines (schéma posologique 4/2 pour un cycle de traitement de 
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6 semaines)171. Il existe cependant des schémas posologiques alternatifs dans ces 
indications : le schéma continu (37,5 mg/j en continu), le schéma 2/1 (50 mg/j pendant 
2 semaines suivi d’une pause d’1 semaine) et le schéma 4/2→2/1 (schéma 2/1 en 
relais d’un schéma 4/2 en cas de survenue d’effets indésirables). Plusieurs études 
rétrospectives, prospectives et de modélisation ont étudié l’impact du schéma 
posologique sur l’efficacité (TTP, SSP, SG) et la tolérance au traitement. Elles ont 
montré la supériorité des schémas alternatifs en matière de tolérance et en matière 
d’efficacité pour certaines181–185.   
La dose de sunitinib recommandée pour le traitement des patients atteints de pNET 
est de 37,5 mg/j en continu171. 
 
4. Effets indésirables 
a. Profil de toxicité 
Au cours des essais d’enregistrement du sunitinib, la survenue d’effets indésirables, 
y compris de haut grade, était fréquente, mais la tolérance était globalement 
comparable dans les bras sunitinib et placebo. Les taux de réduction posologique, 
d’interruption ou d’arrêt définitif du traitement ont été de 11-52% vs 0-27%, 29-54% vs 
12-39% et 7-22% vs 6-24% dans les bras sunitinib et contrôle (placebo ou interféron 
) respectivement172,186. 
Le profil de toxicité du sunitinib a été étudié au cours d’une méta-analyse réalisée sur 
5658 patients atteints de cancers du rein métastatiques (34% de patients naïfs de 
traitement, 66% de patients prétraités). Les données sont essentiellement issues 
d’essais cliniques de phases II et III, mais les patients inclus dans l’analyse sont 
représentatifs des patients rencontrés en pratique clinique. Les effets indésirables les 
plus fréquents, tous grades confondus, sont : rash (81%), fatigue (52%), diarrhées 
(45%), élévations de la créatinine (44%), perturbations du bilan hépatique (40%), 
anémie, neutropénie (38%), nausées (36%), thrombopénie (35%), mucite (33%), 
syndrome main-pied (30%), hypertension (29%), vomissements (21%), hypothyroïdie, 
épistaxis (9%). Les toxicités de grade 3-4 les plus fréquemment rapportées sont : 
fatigue, neutropénie (12%), thrombopénie (9%), syndrome main-pied (8%), 
hypertension (7%), diarrhées, anémie (5%), nausées, vomissements, mucite (3%), 
élévations des enzymes hépatiques (3%), élévations de la créatinine (2%). L’incidence 
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de certains effets indésirables est supérieure chez les patients prétraités (fatigue, 
nausées, épistaxis, douleurs des membres quels que soient leurs grades, diarrhées 
et vomissements de grade 3-4), alors que les perturbations biologiques sont 
indifféremment rencontrées dans les deux sous-groupes187. Le profil de toxicité du 
sunitinib est similaire chez les patients atteints de GIST et de pNET comme l’a montré 
le suivi réalisé au cours des essais cliniques et en post-AMM171. Les effets indésirables 
graves d’évolution fatale sont : insuffisances hépatique, rénale, surrénalienne et 
respiratoire, pancréatite, perforation gastro-intestinale, évènements 
cardiovasculaires, hémorragiques, thrombo-emboliques veineux et artériels, 
infections, syndrome de lyse, rhabdomyolyse, réactions cutanées sévères171. La 
sécurité d’emploi à long terme du sunitinib a été évaluée au cours de 9 essais 
cliniques chez 807 patients atteints de cancers du rein métastatiques réfractaires au 
bévacizumab et aux cytokines traités pendant 2 à 6 ans. Les effets indésirables 
apparaissent majoritairement au cours des 6-12 premiers mois de traitement. Certains 
peuvent diminuer avec la poursuite du traitement, alors que l’incidence de 
l’hypothyroïdie augmente au cours du temps171.  
Powles et al ont comparé le profil de toxicité du sunitinib et du pazopanib chez des 
patients atteints de cancers du rein métastatiques dans deux études de phase II 
ouvertes, non contrôlées (NCT01024205, NCT01512186). Ils ont montré que 
l’incidence des effets indésirables symptomatiques de grade 2-4 est significativement 
supérieure sous sunitinib, notamment la survenue de fatigue et de mucite. L’incidence 
des syndromes main-pied et des toxicités hématologiques est également supérieure, 
bien que l’analyse statistique ne soit pas significative. Le pazopanib est davantage 
responsable de diarrhées de grade I et de perturbations asymptomatiques du bilan 
hépatique188. Ces résultats concordent avec ceux des études COMPARZ et 
PISCES92,95. Les réductions de dose liées à des effets indésirables symptomatiques 
sont donc significativement plus fréquentes avec le sunitinib (26% vs 6%, p < 0,05), 
ce qui explique la préférence des patients et des prescripteurs pour le pazopanib dans 
l’essai PISCES92,95,188.  
Le profil de toxicité du sunitinib en pratique clinique courante est similaire à celui 
observé au cours des essais cliniques, comme l’a montré l’étude observationnelle 
SANTORIN175. 
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Les adaptations de posologie se font par palier de 12,5 mg. La dose doit être comprise 
entre 25 et 75 mg/j dans le traitement des cancers du rein métastatiques et des GIST 
et ne doit pas dépasser 50 mg/j dans le traitement des pNET171. 
 
b. Hépatotoxicité 
L’hépatotoxicité du sunitinib est bien moins caractérisée que celle du pazopanib et 
les recommandations de prise en charge sont loin d’être aussi précises. Des 
élévations des transaminases (ALAT, ASAT) sont fréquemment observées sous 
sunitinib171. Au cours des essais d’enregistrement, les élévations tous grades 
confondus/de haut grade étaient de 39-61%/2-4% concernant l’ALAT, de 39-72%/2-
5% pour l’ASAT et de 16-37%/1% pour la bilirubine. Des cas d’insuffisance hépatique, 
dont certains d’issue fatale, ont été observés chez moins de 1% des patients172. Des 
données de pratique clinique courante ont été rapportées par Shantakumar et al. 
L’incidence cumulée des élévations de l’ALAT ≥ 2 LSN, ≥ 3 LSN, ≥ 8 LSN dans deux 
cohortes de patients atteints de cancers du rein (285 et 751 patients) était de 9,3% et 
7,4%, 2,9% et 3,1%, 0% et 0,7% respectivement. L’incidence cumulée des élévations 
de la bilirubine > 1 LSN, ≥ 1,5 LSN, ≥ 2 LSN était de 8,6% et 18,1%, 2,2% et 5,3%, 
1,1% et 5,1% respectivement96. Dans cette étude en conditions de vie réelle, ces 
chiffres peuvent être sous-estimés puisque les patients étaient beaucoup moins suivis 
que dans les essais cliniques. Toutefois, ces données concordent avec celles de 
Motzer et al et Powles et al qui indiquent que le sunitinib est moins hépatotoxique que 
le pazopanib92,188. 
La fonction hépatique (ALAT, ASAT, bilirubine) doit être surveillée avant l’initiation du 
traitement, à chaque cycle et en cas de manifestations cliniques de toxicité hépatique. 
Le traitement par sunitinib doit être interrompu en cas d’hépatotoxicité de grade 3-4 
ou de symptômes d’insuffisance hépatique et doit être définitivement arrêté en 
l’absence de résolution des anomalies clinico-biologiques171,172.  
 
5. Propriétés pharmacocinétiques 
La pharmacocinétique du sunitinib a été essentiellement étudiée chez l’adulte, chez 
des volontaires sains ainsi que chez des patients atteints de tumeurs solides171. La 
biodisponibilité absolue du sunitinib par voie orale n’a pas été étudiée chez l’homme, 
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mais d’après les données des études précliniques elle pourrait être ≥ 50%, 
puisqu’elle est de 53-77% chez la souris (femelle), 55-57% et 111% chez le rat (mâle 
et femelle respectivement) et de 41-58% chez le singe (mâle et femelle)159,189,190. La 
biodisponibilité des formes buvables du sunitinib n’est pas disponible, bien qu’il ait 
été formulé sous forme de poudre pour solution ou suspension buvable pour les 
premières études de phase I156. Dans ces essais, la pharmacocinétique du sunitinib 
n’était pas influencée par la forme pharmaceutique (capsule ou solution buvable) et 
les formes à base de sunitinib (base) ou de L-malate de sunitinib étaient bio-
équivalentes159. L’absorption n’est pas modifiée par l’alimentation puisque 
l’exposition en sunitinib (Cmax, AUC) ne varie pas de façon significative lors d’une prise 
à jeun ou au cours d’un repas riche en graisses. Le sunitinib s’administre donc au 
cours ou en dehors des repas191. L’absorption n’est pas modifiée chez les patients 
gastrectomisés, bien que la solubilité du sunitinib soit pH-dépendante. En revanche, 
l’exposition en sunitinib est significativement réduite chez les patients ayant subi une 
gastrectomie et une résection de l’intestin grêle. Cela pourrait s’expliquer par une 
solubilité en milieu aqueux qui reste acceptable jusqu’à pH = 6,8. Le sunitinib 
disposerait ainsi d’une grande surface d’absorption dans le tractus digestif, au niveau 
de l’estomac et de l’intestin grêle où le pH est de 1-3 et de 5-7 respectivement192. Les 
valeurs observées de Tmax (6-12 h) qui dénotent une lente absorption sont en faveur 
de cette hypothèse171. 
Le sunitinib est largement distribué dans les tissus comme l’indique son important 
volume de distribution apparent (Vd/F ≈ 2230 L)171. In vitro, le sunitinib n’est pas 
substrat de transporteurs d’influx (OATP1A2, OATP1B1, OATP1B3, OCT1, OAT2, 
OAT3, OCTN1 ou OCTN2), mais un substrat d’affinité intermédiaire de la P-gp et de 
la BCRP. L’effet de ces transporteurs d’efflux sur la pharmacocinétique du sunitinib 
n’est pas connu chez l’homme. Chez la souris, ils ne limitent pas l’absorption du 
sunitinib, mais sa distribution au niveau du système nerveux central193,194. Le sunitinib 
est fortement lié aux protéines plasmatiques (95%), principalement à l’albumine et à 
l’1-glycoprotéine acide171,195.  
Le sunitinib est fortement métabolisé par le CYP3A4 et des FMO, les cytochromes 
CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9 et CYP2C19 ayant un rôle mineur159. La N-deséthylation 
de la chaîne latérale diéthylamine conduit au principal métabolite du sunitinib dans le 
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plasma, les selles et l’urine. Des voies métaboliques minoritaires génèrent des 
métabolites présents à l’état de traces dans le plasma, les selles et l’urine : la 
défluoration oxydative (substitution du fluor du noyau oxindole par un groupement 
hydroxyle), la mono-oxygénation du groupement indolylidène-diméthylpyrrole, la N-
oxydation et l’hydrogénation de la double liaison exocyclique. De plus, la structure 
d’un métabolite mineur présent dans les selles n’a pas pu être élucidée (Figure 
16)159,190. Le N-deséthylsunitinib ou SU12662 a une activité comparable à celle du 
sunitinib in vitro159. Il représente 23-47% de l’exposition plasmatique totale, est 
fortement lié aux protéines plasmatiques (90%) et est davantage distribué dans 
l’organisme que le sunitinib40. Il est lui-aussi métabolisé par le CYP3A4, le CYP1A2 
n’ayant qu’un rôle mineur : la perte des 2 chaînes latérales N-éthyle conduit à un 
métabolite de type amine primaire inactif40,159. Le N-deséthylsunitinib, formé après 
perte d’une seule chaîne N-éthyle, contribue significativement à l’activité du sunitinib 
in vivo de sorte que la somme des expositions en sunitinib et N-deséthylsunitinib est 
considérée pour l’étude des relations PK-PD159.  
 
 
Figure 16 : Principales voies métaboliques du sunitinib, d’après Speed et al 190 et 159. 
 
Le sunitinib est éliminé principalement par voie fécale : 61% de la dose est excrétée 
dans les selles (14% sous forme inchangée, 25% sous forme de N-deséthylsunitinib) 
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et 16% dans l’urine (6,9% sous forme inchangée et 6,4% sous forme de N-
deséthylsunitinib)190. La clairance apparente (CL/F) et la demi-vie du sunitinib et du N-
deséthylsunitinib sont de 34-62 L/h et ≈ 20 L/h et de 40-60 h et 80-110 h 
respectivement40,171.  
La pharmacocinétique du sunitinib est linéaire entre 25 et 350 mg puisque 
l’augmentation de l’exposition (Cmax, AUC) est proportionnelle à la dose171,196. Faivre 
et al ont également mis en évidence que la concentration résiduelle à J28 augmentait 
proportionnellement à la dose, alors que l’AUC du sunitinib augmentait avec la dose 
mais en moindre proportion197. L’état d’équilibre des concentrations plasmatiques en 
sunitinib et N-deséthylsunitinib est atteint en 10-14 jours. La pharmacocinétique du 
sunitinib n’est pas modifiée lors de l’administration de doses répétées159,171. 
L’exposition plasmatique et la clairance apparente en sunitinib présentent une forte 
variabilité interindividuelle (25-60% pour Cmax et AUC, 21-71% pour CL/F), mais une 
faible variabilité intra-individuelle40,159. Cette variabilité interindividuelle pourrait en 
partie s’expliquer par des différences d’activité du CYP3A4. Les études de 
phénotypage évaluant l’activité du CYP3A4 à l’aide de midazolam donnent en effet 
des résultats contradictoires. De Wit et al ont mis en évidence que le phénotype 
explique 41% de la variabilité interindividuelle de l’AUCss en sunitinib + N-
deséthylsunitinib, alors que Kloth et al estiment que le phénotype n’explique pas 
suffisamment la variabilité de la Cmin,ss en sunitinib + N-deséthylsunitinib198,199. 
La pharmacocinétique du sunitinib a été étudiée chez des patients présentant une 
insuffisance hépatique légère (score de Child-Pugh A) et modérée (score de Child-
Pugh B). Aucune différence statistiquement et cliniquement significative n’a été 
observée en matière d’exposition (Cmax, AUC) en sunitinib, en N-deséthylsunitinib ou 
en sunitinib + N-deséthylsunitinib entre les sujets ayant une fonction hépatique 
normale et ceux présentant une fonction hépatique altérée après administration d’une 
dose unique de 50 mg de sunitinib. De plus, la tolérance au traitement était bonne 
dans tous les groupes de patients200. De ce fait, aucune adaptation posologique n’est 
recommandée chez les patients présentant une insuffisance hépatique légère ou 
modérée171,200. L’utilisation du sunitinib en cas d’insuffisance hépatique sévère (score 
de Child-Pugh C) n’est pas recommandée car aucune étude n’a été réalisée dans 
cette population171. 
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6. Interactions médicamenteuses 
Une étude rétrospective menée chez 356 patients traités par ITK a mis en évidence 
que le sunitinib est impliqué dans 5,5% des interactions médicamenteuses sévères 
détectées dans cette cohorte, les interactions sévères étant définies comme celles 
susceptibles d’avoir des conséquences cliniques par allongement de l’espace QT ou 
via des variations des concentrations plasmatiques en ITK80. Par ailleurs, une étude 
observationnelle a évalué le risque d’interaction médicamenteuse liée à la 
polymédication dans une cohorte de 36 patients atteints de cancers du rein 
métastatiques traités par sunitinib.  Les patients prenaient en moyenne 7 traitements 
concomitants. Même si le risque d’interaction pharmacodynamique était supérieur au 
risque d’interaction pharmacocinétique, 8% des patients étaient exposés à un 
inhibiteur enzymatique, 11% à un inducteur enzymatique, 53% à un substrat des 
cytochromes P450 et 19% à un substrat de la P-gp201. Il est donc important d’étudier 
l’effet des comédications sur le sunitinib ainsi que l’effet du sunitinib sur les 
traitements concomitants. 
 
a. Effets des autres médicaments sur le sunitinib 
Le sunitinib est un substrat du CYP3A4, de la P-gp et de la BCRP. Les inducteurs et 
les inhibiteurs du CYP3A4 ainsi que les inhibiteurs de la P-gp et de la BCRP peuvent 
donc diminuer ou augmenter les concentrations plasmatiques en sunitinib, et ainsi 
diminuer son efficacité ou potentialiser ses effets indésirables171. Plusieurs études 
d’interaction ont été réalisées in vivo. Le kétoconazole, un inhibiteur puissant du 
CYP3A4, augmente la Cmax et l’AUC en sunitinib + N-deséthylsunitinib de 49% et 51% 
respectivement. Du fait de l’augmentation du risque de survenue de neutropénie et 
d’anémie de grade 3-4 (de 12 à 17% et de 23 à 30% respectivement), une réduction 
posologique de 33% doit être réalisée159,171. L’administration concomitante de 
sunitinib, paclitaxel (175 mg/m²) et carboplatine augmente la Cmax et l’AUC en sunitinib 
+ N-deséthylsunitinib de 38% et 48% respectivement, ce qui explique l’importante 
hématotoxicité de cette association (neutropénie et thrombopénie de grade 3-4 chez 
68% et 46% des patients respectivement). Le mécanisme de l’interaction n’est pas 
complétement élucidé, mais elle pourrait être causée par l’inhibition du CYP3A4 et/ou 
de la P-gp par le paclitaxel à fortes concentrations202. En effet, Kozloff et al n’ont pas 
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mis en évidence d’inhibition du métabolisme du sunitinib par le paclitaxel lorsqu’il est 
administré à la dose de 90 mg/m²203. Da Silva et al ont rapporté la survenue d’une 
interaction entre le sunitinib et la nicardipine, un autre inhibiteur du CYP3A4, 
responsable d’une HTA et d’un syndrome main-pied chez un patient de 74 ans. La 
substitution de la nicardipine par l’amlodipine s’est accompagnée d’une réduction 
d’un facteur 1,7 de la Cmin en sunitinib + N-deséthylsunitinib204. Par ailleurs, Van Erp 
et al ont étudié l’interaction entre le jus de pamplemousse et l’administration de 
sunitinib. L’inhibition du CYP3A4 par le jus de pamplemousse se traduit par une 
augmentation de 50% de l’AUC du midazolam et  de 11% de l’AUC du sunitinib (p < 
0,05). Cette interaction n’est toutefois pas considérée comme cliniquement 
significative205. L’administration de rifampicine, un inducteur puissant du CYP3A4 a 
réduit la Cmax et l’AUC en sunitinib + N-deséthylsunitinib de 23% et 46% 
respectivement. Pour tenir compte de la réduction de l’exposition, la dose doit être 
ajustée d’un facteur 1,8 environ159,171,206. Van Erp et al ont rapporté chez deux patients 
une interaction entre le mitotane et le sunitinib. L’induction extrêmement puissante du 
CYP3A4 par le mitotane est responsable d’une réduction de l’AUC du sunitinib d’un 
facteur 5207. L’administration concomitante de sunitinib et d’ifosfamide, un inducteur 
du CYP3A4, réduit la Cmin en sunitinib et augmente la Cmin en N-deséthylsunitinib208. 
De même, l’erlotinib, via l’induction du CYP3A4, réduit de 20% l’exposition en sunitinib 
+ N-deséthylsunitinib209. 
Aucune interaction médicamenteuse n’a été mise en évidence entre le sunitinib et le 
géfitinib, un inhibiteur de la BCRP, au cours d’une étude de phase I/II chez des 
patients atteints de cancers du rein métastatiques, puisqu’aucune modification 
significative de la Cmax et de l’AUC en sunitinib + N-deséthylsunitinib n’a été observée. 
Cependant, le nombre de sujets inclus dans l’analyse pharmacocinétique était faible 
(n = 11) et la variabilité interindividuelle des paramètres pharmacocinétiques 
modérée à élevée, de sorte qu’une interaction entre le sunitinib et d’autres inhibiteurs 
de la BCRP ne peut être exclue171,210. 
Par conséquent, l’administration concomitante d’inhibiteurs ou d’inducteurs puissants 
du CYP3A4 doit être évitée. Si cela n’est pas possible, la dose de sunitinib peut être 
diminuée ou augmentée par paliers de 12,5 mg jusqu’à 37,5 mg/j ou 87,5 mg/j 
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(cancers du rein métastatiques, GIST) et jusqu’à 25 mg/j ou 62,5 mg/j (pNET) sous 
étroite surveillance de la tolérance171. 
 
b. Effets du sunitinib sur les autres médicaments 
In vitro, à des concentrations cliniquement significatives, le sunitinib et le N-
deséthylsunitinib n’inhibent pas les cytochromes CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, 
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4/5 et CYP4A9/11 et 
n’induisent pas les cytochromes CYP2E1 et CYP3A4. Contrairement au sunitinib, le 
N-deséthylsunitinib est un faible inducteur du CYP1A2. C’est pourquoi il est peu 
probable que le sunitinib soit impliqué dans des interactions médicamenteuses 
cliniquement significatives avec les substrats de ces cytochromes159. En effet, aucune 
interaction médicamenteuse n’a été mise en évidence entre le sunitinib et le paclitaxel 
(substrat des CYP3A4 et CYP2C8)202,203, le docetaxel (substrat du CYP3A4)211,212, 
l’irinotecan (substrat du CYP3A4)213,214, l’erlotinib (substrat des CYP3A4 et 
CYP1A2)209, l’évérolimus (substrat du CYP3A4)215 et le sirolimus (substrat du 
CYP3A4)216. En revanche, de Wit et al ont mis en évidence que le sunitinib réduit de 
24% l’exposition en midazolam. Le mécanisme de l’interaction n’est pas clairement 
élucidé, mais il pourrait s’agir d’une modulation allostérique de l’activité du CYP3A5, 
puisque ce phénomène a été observé in vitro199,217. 
L’effet du sunitinib sur la P-gp est controversé puisque certaines études mettent en 
évidence une inhibition de la P-gp218,219, alors que d’autres n’en révèlent pas159,220. 
Par ailleurs, le sunitinib est un inhibiteur de la BCRP218–220. Cliniquement, le risque 
d’interaction médicamenteuse liée à l’inhibition des transporteurs d’efflux est difficile 
à préciser en l’absence d’étude d’interaction chez l’homme. 
 
7. Méthodes de dosage 
De nombreuses méthodes ont été développées et validées pour détecter et quantifier 
le sunitinib et le N-deséthylsunitinib dans différentes matrices biologiques afin125 : 
- de déterminer les paramètres pharmacocinétiques chez l’homme et l’animal, 
- d’étudier les relations PK-PD,  
- de réaliser un STP.  
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Contrairement au pazopanib, la plupart des méthodes publiées permettent l’analyse 
simultanée du sunitinib et de son métabolite principal, le N-deséthylsunitinib, puisqu’il 
est aussi actif que le sunitinib in vitro et représente 23-47% de l’exposition plasmatique 
totale40,125,159. Qiu et al sont les seuls à avoir rapporté une méthode permettant la 
quantification du sunitinib et de deux métabolites, le N-deséthylsunitinib et le N,N-
dideséthylsunitinib, dans le plasma221.  
Une méthode a été validée pour la détermination des concentrations plasmatiques 
libres en sunitinib et N-deséthylsunitinib par dialyse à l’équilibre couplée à la LC-
MS/MS195. Lankheet et al ont décrit une méthode HPLC-MS/MS pour l’analyse du 
sunitinib et du N-deséthylsunitinib dans des échantillons de sueur afin de déterminer 
s’il existe une relation entre l’excrétion dans la sueur et la survenue de syndromes 
main-pied222. Le sunitinib et le N-deséthylsunitinib sont dermatotoxiques in vitro mais 
aucune corrélation n’a été mise en évidence entre leur exposition plasmatique et le 
développement de cette toxicité223. Dans la mesure où la sueur est un ultrafiltrat 
légèrement acide (pH ≈ 6,3) du plasma, les concentrations dans cette matrice pourrait 
être le reflet des concentrations plasmatiques libres125. Les autres méthodes publiées 
permettent d’évaluer les concentrations totales. Elles décrivent la quantification du 
sunitinib ± N-deséthylsunitinib seul(s) ou en association à d’autres ITK ± métabolites 
dans une optique de réalisation de STP en routine.  
Dans le cadre d’études précliniques, plusieurs méthodes ont été développées sur des 
matrices animales : plasma de souris, de rat et de singe, homogénats de cerveau, de 
rein, de foie, de tissu adipeux blanc de singe et homogénats de cerveau de 
souris190,224–226. Comme pour la plupart des médicaments, la matrice humaine la plus 
courante est le plasma, les autres matrices étant le sérum, le sang total, les DBS et la 
sueur125,130,222,227–231. Certaines méthodes sont validées pour être appliquées à des 
échantillons issus de matrices différentes : plasma/sérum, plasma/sang total et 
plasma/sérum/sang total/milieux de culture cellulaire228–230. Andriamanana et al et 
Rodamer et al ont étudié l’impact de l’hémolyse sur l’effet matrice ou sur la précision 
et l’exactitude de la méthode, puisque le sunitinib lié aux érythrocytes peut être 
relargué dans le plasma des prélèvements hémolysés232,233.  
Les prises d’essai (10-1000 µL) sont traitées principalement par précipitation des 
protéines et extraction liquide-liquide, mais l’extraction en phase solide et l’extraction 
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par solvant de matrices solides (tissus, patch) après homogénéisation ont été 
également utilisées125,227. Garrido-Cano et al ont développé une méthode ne 
nécessitant pas de techniquage des échantillons : les aliquots de plasma sont 
directement dilués dans une solution micellaire de SDS avant d’être analysés par 
chromatographie liquide micellaire couplée à une détection UV-visible. Le surfactant 
assure la solubilisation des protéines dans la phase mobile234.  
Du fait de l’isomérisation Z/E de la double liaison exocyclique du sunitinib en présence 
de lumière, les échantillons doivent être techniqués rapidement et dans des 
conditions de faible exposition à la lumière (tubes opaques, lampe à sodium). Malgré 
l’application de ces contraignantes précautions, l’apparition de deux pics au niveau 
des chromatogrammes du fait de la séparation chromatographique des deux 
isomères peut s’observer221,232,235. Par conséquent, certaines équipes s’en 
affranchissent. Dans les cas où les isomères coexistent, la quantification repose, selon 
les études, sur l’intégration du seul pic de l’isomère Z quand le ratio Z/E observé est 
constant ou sur l’intégration des deux pics. Cette méthode est plus rigoureuse 
puisqu’elle donne réellement accès aux concentrations totales in vivo, étant donné 
que l’isomérisation ne survient qu’ex vivo. Par ailleurs, Lankheet et al ont rapporté que 
le ratio Z/E n’est pas constant puisque l’isomérisation est réversible à l’obscurité, dans 
le passeur d’échantillons161,165. Pour améliorer les conditions de techniquage et 
faciliter la quantification, Posocco et al proposent d’opérer une reconversion E→Z 
totale avant injection grâce à une incubation de 5 minutes à 70 °C des échantillons 
plasmatiques ayant au préalable subi une précipitation au méthanol non acidifié161.  
La séparation des analytes se fait par HPLC ou UPLC ; la détection se fait dans l’UV 
ou très majoritairement par spectrométrie de masse après ionisation par ESI ou APCI 
(atmospheric pressure chemical ionization) en mode positif125,227. Bien que l’utilisation 
d’un triple quadrupole et des modes SRM ou MRM soit la norme pour la quantification 
des ITK par spectrométrie de masse, Henry et al ont développé une méthode basée 
sur l’utilisation d’une trappe d’ions à haute résolution (orbitrap) en mode FullScan229. 
Selon les méthodes, la gamme des concentrations quantifiables en sunitinib et N-
deséthylsunitinib est comprise entre 0,02 et 4 000 ng/mL et 0,04 et 500 ng/mL 
respectivement165,227.  
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8. Relations pharmacocinétique-pharmacodynamique 
Les études précliniques réalisées sur souris xénogreffées ont mis en évidence que les 
concentrations plasmatiques en sunitinib doivent être supérieures à un seuil de 50-
100 ng/mL pour observer une inhibition de VEGFR2 et PDGFR et ainsi obtenir une 
activité anti-angiogénique in vivo. Les concentrations libres correspondant à cette 
exposition sont alors supérieures aux valeurs d’IC50 déterminées in vitro pour ces 
récepteurs168. 
De nombreuses analyses PK-PD ont été réalisées chez l’homme. Dans les études 
d’enregistrement du sunitinib, la régression tumorale, le taux de réponse, le temps 
jusqu’à progression et la survie globale étaient corrélés à l’augmentation de l’AUC en 
sunitinib + N-deséthylsunitinib. De plus, des relations entre l’exposition en sunitinib 
+ N-deséthylsunitinib et le développement de toxicités de haut grade (neutropénie, 
thrombopénie, hypertension, vomissements, fatigue) ont été mises en évidence159. 
Par la suite, de nombreuses études ont montré l’existence d’une relation entre la 
survenue de certaines toxicités (toxicités dose-limitantes, thrombopénie, neutropénie, 
allongement de l’espace QT, hypertension, anorexie, fatigue, mucite, dysgueusie) et 
l’exposition (Cmin et/ou Cmax et/ou AUC) en sunitinib236–238, N-deséthylsunitinib236,238 et 
sunitinib + N-deséthylsunitinib197,198,236,239–243. De plus, Takasaki et al ont mis en 
évidence que l’exposition en sunitinib + N-deséthylsunitinib est significativement 
supérieure chez les patients ayant nécessité des réductions de dose et des arrêts 
thérapeutiques244. Dans plusieurs études, la réponse au traitement, le temps jusqu’à 
échec du traitement, le temps jusqu’à progression, la survie sans progression et la 
survie globale étaient associés à l’exposition (Cmin et/ou AUC) en sunitinib241 et 
sunitinib + N-deséthylsunitinib197,238,240,241,244. Ces relations PK-PD ont permis de 
formuler deux seuils d’exposition en sunitinib + N-deséthylsunitinib qui définissent 
une plage de concentrations potentialisant l’efficacité du traitement tout en minimisant 
sa toxicité148,149. Ces seuils sont exprimés sous forme de Cmin,ss puisque l’existence 
d’une forte corrélation entre Cmin,ss  et AUCss permet de s’affranchir de la détermination 
de l’AUC199,245. Cabel et al ont cependant proposé un seuil prédictif du 
développement de toxicités de grade ≥ 3 exprimé sous forme d’AUCss243. Dans le 
traitement des cancers du rein métastatiques (schéma 4/2) et des GIST (traitement 
continu à 37,5 mg/j), les concentrations cibles sont comprises entre 50 et 100 ng/mL 
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et entre 37,5 et 75-100 ng/mL respectivement148,149. Ces seuils d’efficacité et de 
toxicité semblent être plus faibles chez les patients japonais. En effet, des Cmin,ss en 
sunitinib + N-deséthylsunitinib < 50 ng/mL s’accompagnent d’une activité anti-
tumorale, alors que des réductions de dose et des interruptions de traitement sont 
nécessaires chez la totalité/la majorité des patients présentant des Cmin,ss en sunitinib 
+ N-deséthylsunitinib > 75/50 ng/mL244. Ces seuils sont utilisés en pratique clinique 
bien qu’ils aient été déterminés sur la base d’études rétrospectives. A ce jour, aucun 
essai clinique n’a été réalisé afin de les valider prospectivement, probablement du fait 
de l’effectif (n > 1000 patients) nécessaire pour disposer de la puissance statistique 
requise246.  
Du fait de l’existence de ces relations PK-PD, le sunitinib est un bon candidat au STP, 
d’autant que la variabilité pharmacocinétique intra-individuelle est limitée au regard 
de la variabilité interindividuelle (16,2% vs 42,3%)150. De plus, seuls 50% et 25% des 
patients atteignent des Cmin,ss en sunitinib + N-deséthylsunitinib > 50 ng/mL et 
comprises entre 50 et 100 ng/mL respectivement150. Cabel et al ont montré l’intérêt 
de réaliser un STP en pratique clinique, puisque la connaissance de l’exposition 
plasmatique en sunitinib + N-deséthylsunitinib est susceptible de modifier les 
prescriptions chez 46% des patients et chez 27% des patients dès le 1er cycle de 
traitement243. La faisabilité du STP du sunitinib a été démontrée dans deux études. 
Lankheet et al ont montré qu’un tiers des patients initialement exposés à des 
concentrations infra-thérapeutiques pouvait atteindre le seuil de 50 ng/ml sans toxicité 
surajoutée grâce à une escalade de dose247. De plus, la réalisation d’adaptations 
posologiques basées sur le STP permet d’augmenter la proportion des patients ayant 
une exposition adéquate en sunitinib + N-deséthylsunitinib de 25% à 75% et de 
réduire la variabilité interindividuelle des Cmin,ss de 92% à 35%150. Enfin, le STP du 
sunitinib pourrait être utilisé pour optimiser l’individualisation posologique guidée par 
les toxicités (toxicity-adjusted dosing). Cette méthode d’individualisation de dose 
consiste à réaliser des adaptations posologiques pour observer une toxicité cible de 
bas grade chez tous les patients puisque l’efficacité du traitement semble inférieure 
chez les patients ne présentant pas d’effets indésirables. Sabanathan et al ont montré 
que cette démarche est réalisable, mais qu’elle s’accompagne d’expositions 
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inadéquates chez 30% des patients ayant développé la toxicité cible. Les adaptations 
posologiques pourraient donc être affinées grâce à la réalisation d’un STP248.   
 
 






Ces travaux de thèse ont porté sur deux ITK spécifiquement : le pazopanib et le 
sunitinib. Comme mentionné précédemment (cf paragraphe III.B.), ils font partie des 
cinq ITK qui présentent une importante et fréquente toxicité hépatique, parfois fatale, 
ayant conduit les autorités de santé (EMA, FDA) à émettre des alertes sanitaires 
(mises en garde spéciales, « black box warning »)42,70–72,96–98. Ces molécules 
comportent toutes les deux des groupements classés parmi les structures d’alerte 
dont la réactivité après bio-activation est propice à induire des toxicités, mais elles ne 
sont pour autant pas systématiquement prises en compte dans les études de 
développement249. En effet, la p-méthyl-aniline pour le pazopanib, « l’anilide », l’oléfine 
et le méthyl-pyrrole pour le sunitinib pourraient être bio-activées au cours de leur 
métabolisme et conduire à la formation de métabolites réactifs45,49,159. Celle-ci est 
suggérée par la détection d’adduits au glutathion (pazopanib et sunitinib) et à la 
méthoxylamine (pazopanib) in vitro54, par l’inactivation du CYP3A4 (pazopanib et 
sunitinib) in vitro54,66,67 et par la mise en évidence in vivo de métabolites stables 
pouvant dériver de métabolites réactifs (acide carboxylique libre et glucurono-
conjugué pour le pazopanib, métabolite hydroxy-indolin-2-one défluoré pour le 
sunitinib)111,159. Mais ces études n’ont pas formellement identifié les métabolites 
réactifs potentiellement formés, et plus généralement les voies métaboliques 
identifiées in vitro et in vivo au cours des études d’enregistrement restent mal 
caractérisées (métabolites aux structures souvent non élucidées)102,111,159,190. Le 
premier objectif a donc consisté à étudier le métabolisme du pazopanib et du sunitinib 
in vitro afin de confirmer leur bio-activation et d’identifier et caractériser les métabolites 
réactifs qui pourraient contribuer à l’hépatotoxicité et à l’inactivation des CYP, 
notamment du CYP3A4. Pour cela, nous avons utilisé deux modèles de métabolisme 
hépatique : un modèle chimique qui consiste en des métalloporphyrines et bases de 
Schiff de synthèse catalysant des réactions d’oxydation biomimétiques et des 
microsomes hépatiques humains qui sont un modèle biologique reconnu et validé. 
Le deuxième objectif était de proposer des mécanismes moléculaires par lesquels les 
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métabolites réactifs préalablement identifiés pourraient induire une toxicité hépatique 
et inactiver les CYP. Ces espèces électrophiles étant capables de réagir avec les 
groupements nucléophiles des protéines, nous avons recherché des adduits aux 
protéines dans des échantillons de microsomes hépatiques, de CYP3A4 recombinant, 
de plasma et d’albumine. 
Le pazopanib et le sunitinib sont donc à la fois des substrats et des inhibiteurs des 
CYP, ce qui expose les patients à un risque d’interaction médicamenteuse et in fine à 
un risque toxique ou d’échec thérapeutique. Un risque de sous-dosage, la survenue 
de toxicités sévères ou inattendues, la suspicion d’interaction médicamenteuse ainsi 
que des doutes sur la compliance au traitement sont des situations cliniques justifiant 
la réalisation d’un STP pour les médicaments, dont le pazopanib et le sunitinib, pour 
lesquels des relations PK-PD en matière d’efficacité et de toxicité ont été décrites250. 
Le suivi du ratio métabolique est particulièrement intéressant en cas d’interaction 
médicamenteuse ou de mauvaise observance250,251. Or, contrairement au sunitinib, 
aucune méthode de dosage des métabolites du pazopanib n’a été publiée. C’est 
pourquoi nous avons souhaité développer et valider une méthode permettant la 
quantification simultanée du pazopanib et de ses principaux métabolites dans le 
plasma. L’objectif était de disposer de cette méthode pour analyser les prélèvements 
de patients inclus dans l’essai SUP-R (NCT02555748), qui est un essai de phase IV 
visant à évaluer la faisabilité et l’intérêt de l’individualisation des doses de pazopanib 
et sunitinib basée sur leur STP.  
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II. Approche de catalyse biomimétique pour la caractérisation de 
nouveaux métabolites réactifs du pazopanib et du sunitinib. 




L’utilisation de systèmes de catalyse chimique mimant le métabolisme oxydatif des 
CYP nous a semblé appropriée pour approfondir l’étude du métabolisme du 
pazopanib et du sunitinib et caractériser de nouveaux métabolites.  
Les CYP sont des mono-oxygénases à hème capables d’oxyder différents substrats 
organiques par incorporation d’un atome d’oxygène issu de l’oxygène moléculaire, 
l’autre atome d’oxygène étant éliminé sous forme d’une molécule d’eau252,253. Le 
centre catalytique des CYP est un macrocycle tétrapyrrolique complexant un atome 
de FerIII à bas spin hexacoordonné, en équilibre avec une forme FerIII à haut spin 
pentacoordonné (Figure 17). Outre les quatre atomes d’azote de la porphyrine 
(protoporphyrine IX), les ligands sont l’atome de soufre d’un résidu cystéine de 
l’apoprotéine (ligand axial) et une molécule d’eau en l’absence de substrat253. Le cycle 
catalytique des CYP permet d’activer l’oxygène moléculaire grâce au transfert de deux 
protons et de deux électrons apportés par le cofacteur NADPH et transférés aux CYP 
par la cytochrome P450 réductase254. La liaison d’un substrat dans le site actif à 
proximité de l’hème libère une molécule d’eau et déplace l’équilibre vers la forme FerIII 
à haut spin pentacoordonné. Après réduction à un électron, le complexe Fer II à haut 
spin lie l’oxygène moléculaire. La seconde réduction mono-électronique génère un 
complexe FerIII-peroxo FeIII-O-O⊝ nucléophile qui se protone en complexe FerIII-
hydroperoxo FeIII-O-O-H nucléophile. Après la seconde protonation, la rupture 
hétérolytique de la liaison O-O conduit à une espèce électrophile de haut degré 
d’oxydation FerV-oxo FeV=O (ou FeIV-oxyle FeIV-O• avec un radical-cation sur le cycle 
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Figure 17 : Cycle catalytique des cytochromes P450 (reproduite avec l'autorisation du Dr. Anne Robert). 
S = substrat. 
 
Les réactions d’oxydation catalysées par les CYP peuvent être mimées in vitro par des 
systèmes chimiques qui permettent d’accéder à l’espèce oxydante de haut degré 
d’oxydation. Ces modèles chimiques biomimétiques sont constitués de complexes 
de FeIII ou MnIII de porphyrines et bases de Schiff (modèles d’hème servant de 
catalyseur) associés à un co-catalyseur (ligand azoté de type 4-méthyl- ou 4-t-
butylpyridine mimant le ligand axial soufré des CYP) et à un donneur d’un seul atome 
d’oxygène252,253. L’utilisation de ce type d’oxydant permet de réaliser le « cycle court 
» des CYP, c’est-à-dire d’obtenir directement l’espèce métal-oxo sans passer par les 
complexes intermédiaires B à E’ (« peroxide shunt »)253. Ainsi, les modèles chimiques 
génèrent des métabolites identiques à ceux issus du métabolisme oxydatif in vivo. 
Afin d’obtenir in vitro l’ensemble des métabolites susceptibles de se former in vivo, il 
est souvent nécessaire d’utiliser différents systèmes catalytiques, c’est-à-dire 
différents couples métalloporphyrine/donneur d’atome d’oxygène. En effet, il est 
possible de moduler la régiosélectivité de l’oxydation en variant la structure des 
porphyrines et des bases de Schiff ainsi que la nature de l’oxydant et du milieu 
(monophasique ou biphasique organique et/ou aqueux). De plus, l’utilisation de 
différents systèmes chimiques permet de sélectionner ceux présentant les meilleurs 
rendements d’oxydation et d’écarter ceux qui sont trop réactifs et conduisent à une 
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suroxydation ou une dégradation du substrat252. Contrairement aux modèles 
biologiques, l’avantage des modèles chimiques est de permettre de préparer des 
métabolites en quantité suffisante pour réaliser une caractérisation structurale 
complète. La possibilité de les isoler est aussi un atout pour réaliser des tests 
pharmaco-toxicologiques. De plus, les réactions sont menées dans un milieu 
dépourvu de protéines, ce qui est favorable à l’étude de métabolites réactifs252,253,255–
257. Les systèmes chimiques biomimétiques sont donc un modèle complémentaire 
aux microsomes hépatiques qui constituent un modèle validé et très utilisé du 
métabolisme hépatique252.   
 
Dans le cadre de ces travaux, nous avons utilisé des porphyrines et des bases de 
Schiff de synthèse métallées par du manganèse(III). Les porphyrines étaient 
modifiées au niveau du macrocycle tétrapyrrolique par substitution des positions 
meso par des groupements aromatiques et dans certains cas par substitution des 
positions ortho des groupements aromatiques et substitution des positions β–
pyrroliques par un halogène. L’introduction de groupements encombrants et électro-
attracteurs permet en effet d’améliorer la résistance des porphyrines à l’oxydation (par 
rapport à l’hème) et le rendement des réactions d’oxydation catalysées. Nous avons 
employé différents donneurs d’atome d’oxygène : des peroxydes et peracides 
dissymétriques tels que l’hydrogénopersulfate de potassium (KHSO5), le 
monoperoxyphtalate de magnésium (MMPP), l’acide meta-chloroperbenzoïque (m-
CPBA) et l’acide peracétique ou encore un hypochlorite (LiOCl). Les réactions 
d’oxydation biomimétiques sont généralement menées en milieu biphasique : la 
phase organique, le plus souvent CH2Cl2, contient le catalyseur et le substrat, alors 
que la phase aqueuse contient le donneur d’atome d’oxygène. Un ammonium 
quaternaire (R4N+Cl-) sert alors d’agent de transfert de phase pour transférer l’oxydant 
dans la phase organique. Nous avons utilisé le chlorure de 
benzyldiméthyltétradécylammonium (BDTAC).  
Du fait de la solubilité médiocre du L-malate de sunitinib dans le dichlorométhane, 
nous avons réalisé les réactions d’oxydation sur le sunitinib sous forme de base 
(après traitement du L-malate de sunitinib par NaOH 1 M puis extraction liquide/liquide 
au dichlorométhane). De même, du fait de l’insolubilité du chlorhydrate de pazopanib 
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ou du pazopanib (base) dans la plupart des solvants usuels, nous avons eu recours 
à des solvants atypiques comme la N-méthylpyrrolidone et l’acide acétique pour la 
réalisation de réactions d’oxydation biomimétiques. Nous avons également réalisé 
des réactions en milieu monophasique organique ou aqueux selon la nature du 
catalyseur et de l’oxydant. 
En parallèle des réactions d’oxydation avec ces systèmes chimiques, le métabolisme 
hépatique du pazopanib et du sunitinib a été étudié in vitro à l’aide de microsomes 
hépatiques, matrice biologique contenant des CYP. 
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B. Article scientifique n°1 
Ces travaux présentant la caractérisation de nouveaux métabolites du pazopanib et 
du sunitinib obtenus avec les systèmes chimiques et les microsomes hépatiques ont 
été publiés dans le journal « Journal of Medicinal Chemistry ».  
Paludetto et al, J Med Chem. 2018 Sep 13;61(17):7849-7860.  
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C. Résultats complémentaires 
L’optimisation des conditions catalytiques pour l’oxydation du pazopanib et du 
sunitinib nous a conduits à tester différents systèmes catalytiques et conditions 
opératoires. Tous n’ont pas été inclus dans l’article précédent et il nous semble 
intéressant de compléter les résultats publiés en décrivant les différentes tentatives 
effectuées. Toutefois, les produits d’oxydation formés étant identiques à ceux décrits 
dans l’article, nous décrirons les autres systèmes utilisés sans rappeler les données 
de caractérisation par RMN, spectrométrie de masse (SM) et LC-MS/MS.  




Figure 18 : Structures des MnIIIporphyrines et MnIIIbases de Schiff utilisées comme catalyseurs dans 
les réactions d’oxydation biomimétiques. 
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1. Etude du métabolisme du sunitinib  
Compte tenu des difficultés de solubilisation du L-malate de sunitinib dans le 
dichlorométhane, nous avons essayé de l’oxyder en milieu aqueux avec deux 
porphyrines hydrosolubles, MnIII(TDCPPS)OH et MnIII(TPPS)OH, 7 H2O, mais la 
réactivité est telle que la molécule est entièrement dégradée. C’est pourquoi 
l’ensemble des autres réactions a été réalisé avec le sunitinib en milieu biphasique ou 
monophasique organique. Quel que soit le donneur d’atome d’oxygène (KHSO5, 
MMPP, m-CPBA, CH3COOOH), les réactions d’oxydation non catalytique conduisent 
très rapidement (dès 10 minutes) à la formation de sunitinib N-oxyde (traces 
seulement avec CH3COOOH). Aucune des réactions catalytiques n’a conduit à la 
formation de sunitinib N-oxyde, à l’exception des réactions avec KHSO5 et m-CPBA 
catalysées par MnIII(TDCPP)Cl (cf article) et MnIIIBr2C6Salen respectivement, pour 
lesquelles des traces de N-oxyde ont été détectées par LC/MS-MS. Des traces de N-
deséthylsunitinib ont été détectées par LC/MS-MS dans les milieux réactionnels 
correspondant aux réactions du sunitinib avec KHSO5 et LiOCl catalysées par 
MnIII(TDCPP)Cl (cf article) et MnIII(TPP)OAc respectivement. La formation de N-
deséthylsunitinib et de sunitinib N-oxyde, deux métabolites décrits chez l’homme, au 
cours des réactions d’oxydation biomimétiques permet de valider l’utilisation de 
modèles chimiques. Les réactions catalytiques du sunitinib avec MMPP ou KHSO5 en 
présence de MnIII(Cl12TMP)Cl ou MnIII(TDCPP)Cl conduisent à des mélanges 
similaires de métabolites oxydés. C’est pourquoi nous avons choisi d’optimiser les 
réactions avec l’oxydant inorganique KHSO5 en présence de MnIII(TDCPP)Cl pour 
éviter la présence du résidu phtalate dans les spectres RMN 1H des milieux bruts. Les 
réactions courtes (10, 15 et 30 minutes) ne permettent de générer que des traces de 
produits d’oxydation, contrairement à ce qui a été observé pour la formation du 
sunitinib N-oxyde. Les réactions prolongées (1, 2, 3 et 8 h), quant à elles, permettent 
d’obtenir un mélange de produits d’oxydation, mais il reste toujours du produit de 
départ dans les milieux réactionnels. Aucune des méthodes de purification mises en 
œuvre n’a permis de séparer les différents constituants de ces mélanges. C’est 
pourquoi les métabolites oxydés ont été caractérisés dans des mélanges « enrichis » 
en produits d’oxydation. Ainsi, les analyses RMN, SM et/ou LC/MS-MS ont mis en 
évidence l’oxydation régiosélective du groupement méthyle porté en  par le noyau 
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pyrrole dans les milieux réactionnels correspondant aux réactions entre le sunitinib et 
KHSO5 ou MMPP catalysées par MnIII(Cl12TMP)Cl ou MnIII(TDCPP)Cl ainsi qu’à la 
réaction entre le sunitinib et m-CPBA en présence de MnIIIBr2C6Salen. Par ailleurs, les 
spectres RMN 1H des milieux issus des réactions catalytiques montrent que les 
signaux des protons les plus déblindés sont toujours inchangés. Cela nous permet 
d’exclure la bio-activation du sunitinib par époxydation de l’oléfine, hydroxylation ou 
époxydation du noyau aromatique ou encore par défluoration oxydative.  
 
Réactions d’oxydation non catalytique en milieu monophasique  
 
Figure 19 : Réaction d’oxydation du sunitinib par m-CPBA ou CH3COOOH. 
 
À une solution de sunitinib (1) (4,0 mg ; 10 µmol) dans CH2Cl2 (1 mL) est ajouté m-
CPBA (6,72 mg ; 30 µmol) ou CH3COOOH (25 µL ; 150 µmol). Le système est laissé 
sous agitation à température ambiante (TA). Après 30 minutes de réaction, 1 mL 
d’acétone est ajouté. Le milieu réactionnel est purifié par chromatographie sur 
colonne de gel d’alumine neutre (dépôt liquide dans CH2Cl2, éluant : gradient CH2Cl2 
/ CH3OH 100:0 v/v à 90:10 v/v) (réaction avec m-CPBA). L’analyse RMN 1H, SM et 
LC/MS-MS des milieux brut (CH3COOOH) ou purifié (m-CPBA) révèle la formation de 
traces de sunitinib N-oxyde (2) en mélange avec le produit de départ (1) ou de 
sunitinib N-oxyde (2) respectivement.  
 
Réactions d’oxydation catalytique 
- en milieu monophasique aqueux 
 
Figure 20 : Réactions d’oxydation du L-malate de sunitinib par KHSO5 en présence de MnIIIporphyrines. 
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À une solution aqueuse de L-malate de sunitinib (3) (5,33 mg ; 10 µmol ; 3 mL) sont 
ajoutés la MnIIIporphyrine hydrosoluble (0,2 µmol de MnIII(TDCPPS)OH ou 
MnIII(TPPS)OH, 7 H2O), la 4-méthyl-pyridine (5 µmol) puis une solution aqueuse de 
KHSO5 (9,22 mg ; 30 µmol ; 0,4 mL). Le système est laissé sous agitation à TA. Après 
60 minutes de réaction, 1 mL d’acétone est ajouté. L’analyse RMN 1H du milieu 
réactionnel met en évidence une dégradation complète du produit de départ. 
 
- en milieu monophasique organique  
 
Figure 21 : Réactions d’oxydation du sunitinib par m-CPBA ou CH3COOOH en présence de MnIIIbases 
de Schiff. 
 
À une solution de sunitinib base (1) (4 mg ; 10 µmol) dans CH2Cl2 (1,15 mL) sont 
ajoutés la MnIIIbase de Schiff (0,5 µmol de MnIII(R,R)t-Bu2C6Salen ou MnIIIBr2C6Salen) 
et la t-Bu-pyridine (12,5 µmol) puis m-CPBA (13,45 mg ; 60 µmol) ou CH3COOOH (20 
µL ; 120 µmol) sont introduits. Le système est laissé sous agitation à TA. Après 120 
minutes de réaction, 1 mL d’acétone est ajouté. Les résultats diffèrent selon la base 
de Schiff utilisée : 
- Le sunitinib n’a réagi ni avec m-CPBA ni avec CH3COOOH en présence de 
MnIII(R,R)t-Bu2C6Salen. Il n’a pas non plus réagi avec CH3COOOH en présence 
de MnIIIBr2C6Salen.  
- Par contre,  le milieu réactionnel correspondant à la réaction entre le sunitinib et 
m-CPBA catalysée par MnIIIBr2C6Salen contient du sunitinib n’ayant pas réagi, des 
traces de sunitinib N-oxyde (2) et le métabolite aldéhyde (4) (analyse RMN 1H, SM 
et LC/MS-MS). 
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- en milieu biphasique 
 
Figure 22 : Réactions d’oxydation du sunitinib par LiOCl  en présence de MnIIIporphyrines. 
    
À une solution de sunitinib base (1) (4 mg ; 10 µmol) dans CH2Cl2 (1,15 mL) sont 
ajoutés BDTAC (1,47 mg ; 4 µmol), la MnIIIporphyrine organosoluble (0,2 µmol de 
MnIII(TDCPP)Cl ou MnIII(TPP)OAc) et la t-Bu-pyridine (5 ou 15 µmol) puis une solution 
aqueuse de LiOCl (3,54 ou 5,84 mg ; 20 ou 30 µmol ; 0,4 mL) est introduite. Le système 
est laissé sous agitation à TA. Après 30 ou 120 minutes de réaction, 1 mL d’acétone 
est ajouté et les phases aqueuse et organique sont séparées. L’analyse par LC/MS-
MS de la phase organique correspondant à la réaction catalysée par MnIII(TPP)OAc 
révèle la présence de traces de N-deséthylsunitinib (5). 
 
 
Figure 23 : Réactions d’oxydation du sunitinib par KHSO5 ou MMPP en présence de MnIIIporphyrines. 
 
À une solution de sunitinib base (1) (4 ou 12 mg ; 10 ou 30 μmol) dans CH2Cl2 (1,15 
ou 2,45 mL) sont ajoutés BDTAC (1,47 ou 4,42 mg ; 4 ou 12 μmol), la MnIIIporphyrine 
organosoluble (0,2 ou 0,6 μmol de MnIII(TDCPP)Cl ou MnIII(Cl12TMP)Cl) et la t-Bu-
pyridine (5 ou 15 μmol) puis une solution aqueuse de KHSO5 (9,22 ou 27,66 mg ; 30 
ou 90 μmol ; 0,4 mL) ou MMPP (8,73 mg ; 15 μmol ; 0,4 mL) est introduite. Le système 
est laissé sous agitation à TA. L’évolution de la réaction est suivie au cours du temps : 
après 10, 15, 30, 60, 120, 180 ou 480 minutes de réaction, 1 mL d’acétone est ajouté 
et les phases aqueuse et organique sont séparées. Elles sont analysées par RMN, SM 
et/ou LC/MS-MS à la recherche de produits d’oxydation (4 et 5) et, le cas échéant, la 
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phase aqueuse est purifiée par chromatographie sur colonne de gel de silice (dépôt 
sec dans la silice, éluant : gradient CH2Cl2 / CH3OH 100:0 à 0:100), sur colonne de 
gel d’alumine neutre (dépôt sec dans l’alumine neutre, éluant : gradient CH2Cl2 / 
CH3OH 100:0 à 0:100 contenant 0,5% de NH3) ou sur colonne C18 (dépôt liquide dans 
l’eau, éluant : gradient H2O / CH3OH 100:0 à 0:100 contenant 0,5% de NH3). 
 
2. Etude du métabolisme du pazopanib  
Du fait de la difficulté à solubiliser le chlorhydrate de pazopanib dans la plupart des 
solvants usuels, à l’exception du DMSO et du DMF qui ne constituent pas des milieux 
résistants à l’oxydation, nous avons essayé de trouver un solvant alternatif. La N-
méthylpyrrolidone est un solvant atypique, ayant un bon pouvoir solvant, qui a permis 
d’effectuer une réaction en phase homogène entre un catalyseur organosoluble, 
MnIII(TDCPP)Cl, et un oxydant hydrosoluble (KHSO5). Cette réaction a conduit à la 
formation de deux produits d’oxydation qui ont été caractérisés par spectrométrie de 
masse après purification par précipitation à l’éther diéthylique. La présence de pics 
moléculaires (M+H+) à m/z = 472,1 et m/z = 506,1 dans le spectre de masse, ainsi 
que le profil isotopique de ces massifs, témoignent de la formation de produits mono- 
et dichlorés. La purification par précipitation à l’éther diéthylique n’ayant pu être 
reproduite, nous avons alors décidé de changer de solvant pour l’acide acétique. 
Contrairement au choix réalisé pour le sunitinib, nous avons opté pour l’oxydant 
MMPP afin de travailler en milieu organique et d’optimiser la solubilisation du substrat.  
Dans l’acide acétique, les réactions entre le pazopanib et MMPP catalysées par 
MnIII(TDCPP)Cl et MnIII(PFPP)Cl génèrent des mélanges similaires de produits 
d’oxydation en mélange avec le produit de départ n’ayant pas réagi. Le métabolite 
dichloré, détecté en SM, n’a pas pu être caractérisé par RMN. Son profil de 
fragmentation en LC-MS/MS ne permet pas d’élucider la structure, c’est pourquoi les 
positions de chloration restent malheureusement inconnues.   
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Figure 24 : Réaction d’oxydation du chlorhydrate de pazopanib par KHSO5 en présence de 
MnIII(TDCPP)Cl. 
 
À une solution de chlorhydrate de pazopanib (6) (4,74 mg ; 10 µmol) dans la N-
méthylpyrrolidone (3,15 mL) sont ajoutés MnIII(TDCPP)Cl (0,2 µmol) et la t-Bu-pyridine 
(5 µmol) puis une solution aqueuse de KHSO5 (9,22 mg ; 30 µmol ; 0,4 mL) est 
introduite. Le système est laissé sous agitation à TA. Après 90 minutes de réaction, 1 
mL d’acétone est ajouté. Le milieu réactionnel est précipité à l’aide d’un large excès 
d’éther diéthilique. La poudre blanche obtenue est analysée par RMN 1H, SM et 
LC/MS-MS à la recherche de produits d’oxydation. Les composés majoritaires sont le 
pazopanib n’ayant pas réagi et les dérivés chlorés (7 et 8).  
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Figure 25 : Réactions d’oxydation du chlorhydrate de pazopanib par MMPP en présence de 
MnIIIporphyrines. 
 
 À une solution de chlorhydrate de pazopanib (6) (4,74 mg ; 10 µmol) dans l’acide 
acétique sont ajoutés la MnIIIporphyrine (0,2 µmol de MnIII(TDCPP)Cl ou 
MnIII(PFPP)Cl), la t-Bu-pyridine (5 µmol) puis MMPP (8,73 mg ; 15 µmol). Le système 
est laissé sous agitation à TA. Après 90 minutes de réaction, 1 mL d’acétone est 
ajouté. Les milieux bruts sont analysés par RMN, SM et LC/MS-MS à la recherche de 
produits d’oxydation. Les composés majoritaires sont le pazopanib n’ayant pas réagi 
(6), le dérivé monochloré (7) et des métabolites mono-oxygénés (alcool, aldéhyde) 
chlorés ou non (9-1 à 9-4).  
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D. Article scientifique n°2 
Après avoir identifié et caractérisé de nouveaux métabolites réactifs de type aldéhyde 
aromatique pour le pazopanib et le sunitinib, nous avons cherché à déterminer si la 
réactivité de ces électrophiles durs vis-à-vis des groupements amino de résidus 
d’acides aminés pouvait être le support de l’hépatotoxicité et de l’inactivation des 
CYP. Pour cela, nous avons cherché dans différents échantillons protéiques des 
adduits à la lysine et à l’arginine, deux acides aminés étant apparu comme des cibles 
potentielles des aldéhydes lors de leur docking dans le site actif du CYP3A4.  
L’article ci-dessous présente ces travaux. Il est en préparation et sera soumis au 
journal « European Journal of Medicinal Chemistry ». 
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ABSTRACT: 
Tyrosine kinase inhibitors (TKI) are targeted anticancer drugs that have been 
successfully developed over the past two decades since the first-in-class drug, 
imatinib, was approved in 2001. To date, many of them (around 70%) require warnings 
for liver injury and five of them, including pazopanib and sunitinib, have Black Box 
Warning (BBW) labels. Although TKI-induced hepatotoxicity is the first cause of drug 
failures in clinical trials, BBW labels and market withdrawals, the underlying 
mechanisms remain unclear. However, the discovery of new reactive metabolites (RM) 
during pazopanib and sunitinib bio-activation offers new perspectives for investigating 
their toxicity. In previous in vitro studies, pazopanib and sunitinib were shown to 
generate aldehyde metabolites. We report here, for the first time, the detection of these 
aldehyde RM in human plasma samples obtained during drug monitoring. These hard 
electrophiles have a high reactivity potential toward proteins and are thought to be 
responsible for cytochrome P450 inactivation and liver toxicity. RM are indeed able to 
covalently bind to proteins and DNA, causing cellular damage and even cell death. 
Docking experiments in the CYP3A4 active site were performed to predict potential 
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interactions of parent drugs and aldehyde metabolites with the apoprotein. To this 
effect, we studied the reactivity of the aldehyde RM toward lysine and arginine 
residues. Adduct formation with different hepatic and plasma proteins was 
investigated to better understand how these RM could be involved in liver toxicity and 
drug-drug interactions. Our results show, for the first time, adduct formation between 
sunitinib and pazopanib aldehyde derivatives and lysine on both CYP3A4 and plasma 
proteins.  
 




Tyrosine kinase inhibitors (TKI) are small molecule inhibitors targeting membrane-
bound (receptors) and cytoplasmic tyrosine kinases that have emerged as important 
targets in oncology, due to their key role in cellular signaling and their frequent 
dysregulation in various cancers. Over the past two decades, many compounds have 
been successfully developed since the first-in-class drug, imatinib, was approved in 
2001 [1]. To date, amongst the 33 FDA-approved TKI, 22 (67%) require warnings for 
liver injury in drug labelling with Black Box Warning (BBW) labels for five compounds 
(lapatinib, pazopanib, ponatinib, sunitinib, regorafenib)[2,3]. TKI-induced 
hepatotoxicity is a major clinical and industrial concern, since drug-induced liver injury 
(DILI) is the first cause of drug failures in clinical trials, BBW labels and market 
withdrawals. Shah et al indeed reported that 25–35% of clinical trial patients treated 
with TKI showed a low‐grade elevation in alanine and/or aspartate aminotransferases, 
and approximately 2% of them developed high-grade increases in serum 
transaminases, with a wide variability among TKI [4].  
Although little is known about the underlying mechanisms, it is thought that liver 
toxicity could be due to reactive metabolites (RM) as well as being immune-related. 
RM reactivity is associated with the presence of electrophilic moieties or radicals 
originating from the metabolic activation (“bio-activation”) of particular functional 
groups known as structural alerts or toxicophores [5–8]. RMs are able to covalently 
bind to proteins and DNA, causing cellular damage and even cell death. The formation 
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of different RM has been suggested for several TKI [3]. And while RM formation has 
been proposed as a causative factor of liver toxicity [5], very few published data 
actually support the role of RM in TKI-induced hepatotoxicity. Up until now, studies 
have mainly focused on the role of p-quinone-imines, for example for lapatinib in 
HepaRG cells [9–11] and for famitinib in human primary hepatocytes [12]. Using 
HepG2 cells, Petrucci et al suggested RM rather than parent drug involvement in 
pazopanib liver toxicity [13]. We have recently demonstrated aldehyde RM formation 
during pazopanib and sunitinib metabolic activation using P450 biomimetic models 
and human liver microsomes (HLM) [14]. Pazopanib aldehyde derivatives have also 
been reported in HLM incubations using a metabolomic approach [15]. Aldehyde 
formation has otherwise been previously reported for several other TKI [16,17]. 
Although their involvement in toxicity was not further investigated, aldehydes are hard 
electrophiles with a high reactivity potential toward proteins and are thought to be 
responsible for P450 inactivation and toxicity [18,19]. Wang et al indeed suggested a 
relationship between aldehyde formation and transaminase elevations in pazopanib-
treated mice [15].  
Despite these efforts, further studies are needed to investigate the molecular 
relationship between RM and P450 inactivation and hepatotoxicity. Few studies have 
been carried out for this purpose in patient samples. After our first results showing the 
formation of reactive aldehydes for sunitinib and pazopanib in vitro (Figure 1) [14], we 
report here, for the first time, evidence for the formation of these RM in humans. 
Docking experiments in the CYP3A4 active site were performed to predict potential 
interactions of parent drugs and aldehyde metabolites with the apoprotein. To this 
effect, we then studied the reactivity of sunitinib and pazopanib aldehyde RM toward 
lysine and arginine residues to better understand how these RM could be involved in 
hepatotoxicity and drug-drug interactions. The formation of protein adducts was 
consequently investigated with different hepatic and plasma proteins. We report here, 
for the first time, the formation of adducts between sunitinib and pazopanib aldehyde 
RM and lysine residues on both CYP3A4 and plasma proteins.  
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Figure 1: Structures of sunitinib (1), pazopanib (2) and their related alcohol (1-CH2OH and 2-CH2OH) 
and aldehyde metabolites (1-CHO and 2-CHO). 
 
2. RESULTS AND DISCUSSION  
2.1. Aldehyde identification in patient plasma samples 
Aldehyde metabolites 1-CHO and 2-CHO have been recently characterized in vitro 
using chemical models [9] or HLM [9,10] (Figure 1). Wang et al have also detected 2-
CHO in mice feces and urine [10]. These aldehydes resulted from the oxidation of the 
alcohol derivatives 1-CH2OH and 2-CH2OH previously reported, respectively in rats, 
monkeys and dogs for sunitinib [20] and in human plasma for pazopanib [21,22]. 
Contrary to Wang et al, we characterized only 2a-CHO by NMR and LC-MS in our 
previous study using biomimetic models or HLM. However, we cannot exclude the 
formation of 2b-CHO, since we have not been able to characterize minor oxidation 
products in the crude mixture (< 1%). The formation of aldehyde RM 1-CHO and 2a-
CHO in vivo was investigated in plasma samples from patients treated, respectively, 
with sunitinib or pazopanib. Screening for 1-CHO and 2a-CHO was performed by 
UPLC-MS/MS at two characteristic MRM transitions for each compound to ensure 
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specificity, using aldehydes prepared beforehand through biomimetic oxidations as 
standards. Despite their reactivity, we have been able to detect the aldehydes 1-CHO 
and 2a-CHO in patient plasma samples during drug monitoring at 3.96 min (m/z: 
413>268; 413>340) for sunitinib (Figure S-1B, C) and at 4.22 min (m/z: 452>343; 
452>328) for pazopanib (Figure S-2B, C) in comparison with the retention times of 
their standards (Figures S-1A and S-2A). 2b-CHO was not detected in patient plasma 
since no other peak was evidenced in the chromatograms (Figures S-1B, C and S-2B, 
C). The exact quantification of these metabolites could not be carried out, but the time 
course evolution of the aldehyde contents based on the related peak areas was 
established during drug monitoring at different days of treatment cycles. The aldehyde 
profiles paralleled those of the parent drug, both for sunitinib and pazopanib, 
suggesting that the rate of aldehyde formation was lower than their rate of elimination. 
This is consistent with their reactivity and the low amounts found in plasma (Figure 2).  
Figure 2: Detection of aldehyde 1-CHO (: m/z = 413>340, : m/z = 413>268) during sunitinib () 
monitoring in the plasma samples of three patients.Detection of aldehyde 2a-CHO (: m/z = 452>343, 
: m/z = 452>328) during pazopanib () monitoring in the plasma samples of three patients.  
D1C1: day 1, cycle 1; D15C1: day 15, cycle 1; D1C2: day 1, cycle 2; D15C2: day 15, cycle 2. 
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2.2. Molecular docking 
P450 time-dependent inhibition (TDI) has been described in vitro for several TKI 
including sunitinib and pazopanib [23–26]. Since TDI is thought to be RM-mediated, 
elucidating RM molecular involvement is essential to better understand drug-drug 
interactions (DDI). Among the different TDI mechanisms [6,27], aldehyde RMs are 
expected to inactivate P450 enzymes through covalent adduction to the apoprotein. 
Parent molecules (1 and 2) and aldehyde RM 1-CHO and 2a-CHO were docked into 
the catalytic pocket of two CYP3A4 crystal structures (1TQN and 6BCZ) to determine 
which amino acid residues of the apoprotein are most likely to be targeted by these 
RM. 
 
Docking of pazopanib 
With the 1TQN crystal structure, the first five binding poses of pazopanib found by 
Autodock Vina were quite similar. Figure 3A shows the first binding pose of pazopanib 
in 1TQN. The predicted binding free energy was -12.6 kcal/mol. Pazopanib was firmly 
held into the catalytic cavity by a set of interactions. Hydrogen bonds were found 
between Asp76, Thr224 and the sulfonamide group, as well as between Glu374 and 
the hydrogen of the secondary amine of pazopanib. Furthermore, Phe215 was ideally 
positioned to interact through a  stacking interaction with the aryl ring of pazopanib, 
and Arg212 could form a NH- hydrogen bonding with the indazole ring. In this 
orientation, the C7-methyl group of the indazole ring was appropriately positioned to 
interact with the iron atom of the heme, the distance between the two atoms being 3.7 
Å. With the 6BCZ crystal structure, the docking results were very similar. The first pose 
(Figure S-4A) was oriented in a similar way as in 1TQN. Although the indazole ring 
was nearly coplanar with the heme, the C7-methyl group pointed toward the heme 
with a distance of 3.5 Å between the iron and carbon atoms. The computed binding 
free energy was -11.0 kcal/mol. One can notice that in both docking results, the C7-
methyl substituent was properly positioned in such a way that it could be easily 
oxidized. This orientation was consistent with the formation of alcohol 2a-CH2OH and 
aldehyde 2a-CHO at the C7 position of the indazole moiety. This is also in agreement 
with a previous docking study reporting that this methyl group was in the close vicinity 
of the heme with a distance between the methyl hydrogen atom and the iron being of 
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3.64 Å [28,29]. Our docking study also showed that the C19-methyl group could be in 
a consistent orientation for oxidation into 2b-CHO both with 1TQN and 6BCZ crystal 
structures (Figure S-3). Computed free energies were similar with those reported for 
the opposite orientation (-11.9 kcal/mol (1TQN); -10.9 kcal/mol (6BCZ)). However, 
contrary to 2a-CHO, we did not characterize 2b-CHO in our previous experiments on 
the basis of NMR data.  
 
Docking of pazopanib aldehyde 
With pazopanib aldehyde 2a-CHO, the binding modes found with 1TQN and 6BCZ 
crystals were quite similar and were very close to those of pazopanib. In both 
structures, the first pose was oriented in the same way so that the indazole ring was 
nearly coplanar with the heme center, and the sulfonamide group made hydrogen 
bonds with Asp76 and Thr224 (Figures 3B and S-4B). The predicted binding free 
energies were -12.3 and -11.6 kcal/mol for 1TQN and 6BCZ, respectively. It is also 
worth noting that for this binding orientation, the carboxaldehyde group of pazopanib 
could interact with the basic amino acid Arg212, thus suggesting a possible interaction 
between the two groups. 
 
Docking of sunitinib 
Both 1TQN and 6BCZ crystal structures gave equivalent results (Figures 3C and S-
4C). In the first pose of the two crystals, the indolinone ring of sunitinib was squeezed 
between the Arg106 and Phe215 residues, thereby forming a strong arene-cation 
interaction. The terminal ammonium pointed toward the heme center, in an orientation 
that positioned the diethylamino group appropriately for oxidation. This pose was in 
favor of the regioselective oxidation of the C11-methyl group over the C13-methyl 
group, which was not in a close vicinity of the heme center. With the 6BCZ pose, a 
hydrogen bond could be found between Arg106 and the hydrogen of the pyrrole ring 
(Figure S-4C). The latter was made possible by a backward tipping, when compared 
with 1TQN, of the indolinone ring. One can notice that the second pose found with 
6BCZ was equivalent to the first with 1TQN. The predicted binding free energies were 
-10.0 kcal/mol for 1TQN and -9.6 and -9.3 kcal/mol for the first two poses of 6BCZ. 
Moreover, these results are fully in line with the molecular docking simulations 
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performed by Wang et al on another CYP3A4 structure (PDB [Protein Data Bank] entry 
3UA1) [24]. 
 
Docking of sunitinib aldehyde 
With 1TQN, the orientation of the aldehyde 1-CHO was similar to the one found with 
sunitinib: the indolinone ring was inserted between Phe215 and Arg106, although its 
orientation was different, and the terminal trialkylammonium group was located in front 
of the heme. Furthermore, the interaction could be stabilized by hydrogen bonds 
between the aldehyde function and Glu374 and Arg105 (Figure 3D). The predicted 
binding free energy was -10.1 kcal/mol. With the 6BCZ crystal, Autodock Vina found 
two alternative poses with similar energy, which were arranged head to tail with each 
other. In the first pose (G = -9.7 kcal/mol), the indolinone ring was stacked with the 
heme macrocycle, and the trialkylammonium group was placed between the Arg106 
and Phe215 residues. The carboxaldehyde group formed hydrogen bonds with the 
NH groups of Glu374 and Arg105 residues (Figure S-4D). The second pose (G = -
9.6 kcal/mol) was, for its part, similar to the conformation found with 1TQN and 





A) Pazopanib 2 / 1TQN      B) Aldehyde 2a-CHO / 1TQN 
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D) Aldehyde 1-CHO / 1TQN 
Figure 3: Molecular docking into the catalytic cavity of 1TQN crystal structure of A) pazopanib 2; B) 
pazopanib aldehyde 2a-CHO; C) sunitinib 1; D) sunitinib aldehyde 1-CHO. The red dotted lines 
represent the non-bonded interactions (i.e. Hydrogen bonds, -stacking or -cation). 
 
2.3. Proof of concept of protein adduction 
The ability of aldehyde derivatives to react with biomacromolecules (e.g. proteins) 
yielding covalent adducts is supposed to be the common primary mechanism 
underlying the toxicity of these RM. Because of the presence of a free amino group 
on its side chain, lysine could be a good target for reactive electrophiles. Lysine 
adducts with different drugs have indeed been previously reported in vitro [29,30] and 
in vivo [31]. The presence of accessible lysine residues on the aproprotein surface, 
and more specifically in the solvent channel of CYP3A4, enables the formation of 
adducts with aldehyde RM being generated by the enzyme (Figure S-5). Among other 
putative amino acid targets, we also investigated the reactivity of aldehyde RM toward 
arginine since these residues are widely represented in the CYP3A4active site (Figure 
3). Due to the high pKa of the guanidine group, arginine is protonated at physiologic 
pH, decreasing its propensity to react with aldehydes. However, previous studies have 
demonstrated that arginine pKa in hydrophobic environments such as the P450 active 
site could be lower, leading to unexpected reactions [32]. To validate this hypothesis, 
we investigated the formation of lysine or arginine adducts in different hepatic and 
plasma protein samples. Reactions between aldehydes and amines affording imine 
derivatives are known to be reversible in aqueous media. Thus, adduct formation was 
detected after reductive amination of imine derivatives by NaBH3CN in vitro. To aid in 
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detecting lysine and arginine adducts in protein samples, adduct formation was first 
investigated with lysine and arginine amino acids in preliminary experiments. As 
shown in Figure 4A, in the full scan chromatogram, lysine adduct of 1-CHO was 
detected at 3.43 min and was characterized by the presence of the [M+H]+ ion (m/z: 
543) in the mass spectrum and by the MS/MS fragmentation pattern corresponding 
to the loss of lysine (m/z: 397), the loss of lysine and the diethylamino side chain (m/z: 
326) or the diethylamino-ethylamine side chain (m/z: 283). Similarly, lysine adduct of 
2a-CHO was detected at 3.20 min and characterized by the [M+H]+ ion (m/z: 582) 
and the MS/MS fragmentation pattern corresponding to the loss of lysine (m/z: 436) 
and lysine fragmentation (m/z: 130, 218) (Figure 4B). Fragmentation of the bond 
between N8 and the indazole ring gave ions at m/z: 291 and 190 with subsequent 
lysine fragmentation. These preliminary results showing the formation of covalent 
adducts between free lysine and 1-CHO and 2a-CHO confirmed the reactivity of the 
two aldehyde RMs toward the lysine -amino group.  
Based on the adduct mass spectra acquired in full scan mode (Figure 4), the 
characteristic MRM transitions at m/z: 543>326 for 1-CHO lysine adduct and m/z: 
582>436 for 2a-CHO lysine adduct were selected for subsequent analyses in protein 
samples (Figures 5 and 6, traces A). Different proteins were used in these 
experiments. Hepatic proteins are expected to be the first targets of reactive 
aldehydes since they are involved in forming the latter, thus making HLM and 
recombinant CYP (rCYP) relevant models in vitro. Plasma proteins, including albumin, 
have been used as surrogate proteins since plasma samples are easier to collect than 
liver tissues from patients [31,33]. In protein samples, proteolytic digestion was 
performed with a protease cocktail (trysin, chymotrypsin and pronase) prior to LC-MS 
analyses to ensure lysine adduct detection. These analyses were performed with a 
QTRAP LC-MS apparatus to increase sensitivity (this is why the retention times were 
slightly different in comparison with Figure 4). Adduct detectability was also improved, 
in a first step, by spiking blank biological matrices (human plasma, human albumin, 
HLM and rCYP3A4) with 1-CHO and 2a-CHO generated during biomimetic oxidations 
with metalloporphyrins as previously reported [14]. As shown in MRM 
chromatograms, the formation of lysine adducts of 1-CHO in plasma and albumin 
(Figure 5B) and in HLM and rCYP3A4 proteins (Figure 5C) was demonstrated by the 
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presence of peaks at the same retention time as with free lysine: 3.3 min (m/z: 
543>326). Similar results were obtained for pazopanib aldehyde 2a-CHO: Figure 6 
showed peaks (RT = 3.0 min, m/z: 582>436) corresponding to lysine adducts of 2a-
CHO in plasma and albumin (Figure 6B) and in HLM and rCYP3A4 proteins (Figure 
6C).  
 
Figure 4: LC-MS chromatograms (full scan mode) of lysine adducts of A) sunitinib aldehyde 1-CHO; B) 
pazopanib aldehyde 2a-CHO. In inserts: adduct structures and related mass spectra. 
 
 
Lysine adducts of 1-CHO were also detected in unspiked HLM samples, showing that 
1-CHO generated in HLM incubations was able to readily react with lysine residues on 
the P450 apoprotein (Figure 5D). Similar results were obtained for pazopanib 
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also detected in unspiked hepatic media (Figure 6D). As Schiff base, lysine adducts 
are reversible covalent adducts in aqueous media. However, they can be stable 
adducts, as has been shown for benzaldehyde derivatives, since imine hydrolysis is 
not favored at physiological pH [37]. Moreover, Natsch et al and Ishino et al reported 
that Schiff bases could generate stable and irreversible amide adducts under oxidative 
conditions [37,38]. 
 
Figure 5: LC-MS MRM chromatograms of lysine adducts of sunitinib aldehyde 1-CHO (RT = 3.3 min, 
m/z: 543.2>326.1). A) standard lysine adduct obtained through reaction of 1-CHO with free lysine; B) 
in plasma and albumin spiked with 1-CHO generated during biomimetic oxidations with 
metalloporphyrins; C) in HLM and rCYP3A4 spiked with 1-CHO generated during biomimetic oxidations 
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Figure 6: LC-MS MRM chromatograms of lysine adducts of pazopanib aldehyde 2a-CHO (RT = 3.0 
min, m/z: 582>436). A) standard lysine adduct obtained through reaction of 2a-CHO with free lysine; 
B) in plasma and albumin spiked with 2a-CHO generated during biomimetic oxidations with 
metalloporphyrins; C) in HLM and rCYP3A4 spiked with 2a-CHO generated during biomimetic 
oxidations with metalloporphyrins; D) in unspiked HLM and rCYP3A4 incubations. B, C, D: adducts 
were detected after proteolytic digestion.    
 
Since docking experiments revealed interactions between arginine residues and 1-
CHO and 2a-CHO carboxaldehyde groups, we also investigated the formation of 
arginine adducts. The amino group of arginine guanidine moiety can react with 
aldehydes to afford Schiff bases, as has been shown with unsaturated aldehydes and 
formaldehyde [32,34,35]. Thus, the approach described above for lysine was applied 
to identify arginine adducts in different protein samples. Although we evidenced low 
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(data not shown), we did not detect any arginine adduct in protein samples after 
proteolytic digestion. The higher pKa of the arginine guanidine group (pKa = 13.8) 
compared to the lysine-amino group (pKa = 10.4) could explain the lower 
nucleophilicity and reactivity of arginine, whose guanidine group is mainly protonated 
at physiological pH, even when buried in a hydrophobic environment, as recently 
reported by Fitch et al [32,36].  
We attempted to show evidence of lysine adducts of 1-CHO and 2a-CHO in patient 
plasma samples, but up until now have not been able to detect them. However, on 
the basis of our in vitro (lysine adduction of 1-CHO and 2a-CHO, Figures 5 and 6) and 
in vivo (detection of 1-CHO and 2a-CHO in patient plasma samples, Figures 2, S-1 
and S-2) results, we propose that sunitinib and pazopanib bio-activation to 1-CHO and 
2a-CHO could be involved in hepatotoxicity and drug-drug interactions through 
adduction to lysine residues on both the CYP3A4 apoprotein and hepatic proteins.  
 
3. CONCLUSION 
Using LC-MS/MS analyses of plasma samples, we evidenced for the first time the 
formation of aldehyde metabolites 1-CHO and 2a-CHO in patients treated, 
respectively, with sunitinib or pazopanib. Their bio-activation into aldehyde RM is also 
supported by docking experiments. We found a position of pazopanib in the CYP3A4 
catalytic site consistent with the oxidation of the C7-methyl group leading to 2a-CHO 
(and the C19-methyl group). Sunitinib orientation favors the regioselective oxidation 
of the C11-methyl group over the C13-methyl group, generating 1-CHO. Docking 
experiments also revealed that lysine and arginine residues could be putative targets 
for 1-CHO and 2a-CHO.  The propensity of these aldehyde RM to react with proteins 
has been demonstrated in vitro. Arginine adducts could not be evidenced, probably 
due to the lower nucleophilicity of this amino acid. The formation of lysine adducts in 
blank plasma and albumin samples as well as in HLM and rCYP3A4 incubations was 
confirmed in vitro, suggesting the capability of RM adduction on proteins, including 
the CYP apoprotein. The characterization of these adducts in vitro and the detection 
of aldehydes 1-CHO and 2a-CHO in vivo give strong evidence to support the 
involvement of aldehyde RM in sunitinib and pazopanib hepatotoxicity. Furthermore, 
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these results also suggest a potential role of these RM in CYP3A4 TDI since the 
formation of lysine adducts on the apoprotein could lead to enzyme inactivation. 
 
4. EXPERIMENTAL SECTION 
4.1. Patients 
Plasma samples were obtained from patients enrolled in the “SUP-R” trial (Institut 
Claudius Regaud, Toulouse, France, EUDRACT 2015-001051-68, NCT02555748). All 
patients gave written informed consent, and the study was approved by the Ethics 
Committee of the Midi-Pyrénées Region (Comité de Protection des Personnes Sud-
Ouest et Outre-Mer III). It was an open-label, multicenter, non-randomized, phase IV 
clinical trial to examine the feasibility of sunitinib and pazopanib dose individualization 
based on therapeutic drug monitoring. Patients were treated with 800 mg of 
pazopanib once daily or with 50 mg of sunitinib once daily for four weeks, followed by 
a washout period of two weeks. Blood samples were obtained at day 1 and day 15 of 
cycle 1 and cycle 2. Each blood sample (4 mL in an EDTA tube) was then processed 
by centrifugation for 10 minutes at 1500 g. Plasma supernatant was stored in 
cryotubes at -20°C until subsequent analysis. 
 
4.2. Materials and instruments 
Sunitinib L-malate and pazopanib hydrochloride were purchased from Alsachim 
(Illkirch-Graffenstaden, France). All solvents and commercially available reagents 
were used without further purification. Acetonitrile and methanol were provided by 
Scharlau (Barcelona, Spain), and formic acid by Merck (Darmstadt, Germany). 
Ammonium formate, ammonium hydrogencarbonate, sodium acetate, sodium 
cyanoborohydride, sodium dihydrogenphosphate, disodium hydrogenphosphate, 
D,L-dithiothreitol, dimethylsulfoxide (DMSO), human serum albumin, pronase, 
chymotrypsin, trysin and L-arginine were purchased from Sigma-Aldrich (St Quentin-
Fallavier, France). L-Lysine • HCl came from Alfa Aesar (Ward Hill, USA) and calcium 
chloride from Acros organics (Illkirch, France). Blank plasma was provided by the 
« Etablissement Français du Sang » (EFS, Toulouse, France). Aldehyde metabolites 
1-CHO and 2a-CHO for control or spiking experiments were prepared using 
biomimetic oxidation of the drugs using manganese porphyrin complexes as catalysts 
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as previously reported [14]. Recombinant human CYP3A4 (Ref. 456202), pooled 
human liver microsomes (Ref. 452161) and NADPH regenerating solutions (Ref. 
451220, 451200) were purchased from Corning (Woburn, USA).  
 
LC-MS analyses. Identification of aldehyde metabolites 1-CHO and 2a-CHO in human 
plasma were performed by UPLC-MS/MS with an UPLC Waters Acquity system 
equipped with a Waters TQ-S micro mass spectrometer (triple quadrupole detector), 
an electrospray ionization source (ESI) and MassLynx™ software. UPLC 
chromatographic separations were performed on an Acquity UPLC® BEH Shield RP18 
(1.7 µm, 2.1 x 50 mm) column (Waters, Milford, MA, USA) at a flow rate of 0.3 mL/min 
and a column temperature of 30°C. Eluent A was ammonium formate 5 mM pH = 3.2 
and eluent B was formic acid 0.1% (v/v) in acetonitrile. Eluting conditions were a linear 
gradient of A and B as follows: the percentage of B, initially set at 2%, stayed at 2% 
until 0.5 min, increased to reach 60% (t = 3.5 min), 100% (t = 4 min), stayed at 100% 
until 4.5 min, then returned to initial conditions over 0.5 min. Afterward, the system 
was re-equilibrated for 1 min before the following injection. The mass spectrometer 
was operated in positive ionization mode (ESI+), using cone voltages of 60 or 80 V 
and collision energy of 30 eV. Mass spectra for L-lysine adduct characterization were 
acquired in Full Scan mode (m/z range 50-650 amu for 1-CHO and 2a-CHO). Multiple 
Reaction Monitoring (MRM) mode was used for 1-CHO and 2a-CHO detection in 
human plasma. MRM transitions were as follows: for 1-CHO: m/z 413>340, 268; for 
2a-CHO: m/z 452>343, 328.  
Identification of lysine adducts of 1-CHO and 2a-CHO in protein samples (human 
plasma, human serum albumin, HLM, rCYP3A4) was performed by UPLC-MS/MS with 
an RS 3000 UHPLC system (ThermoFisher Scientific) equipped with an AB Sciex 
QTRAP 4500 mass spectrometer (triple quadrupole detector), an electrospray 
ionization source (ESI) and Analyst™ software. UPLC chromatographic separations 
were performed with the same column and under the same eluting conditions, 
reported above. The mass spectrometer was operated in positive ionization mode 
(ESI+), using cone voltages of 40 or 60 V and collision energies of 30 or 40 eV. MRM 
mode was used for lysine adduct detection in protein samples with the following MRM 
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transitions: for 1-CHO-lysine adduct: m/z 543.2>326.1; for 2a-CHO-lysine adduct: m/z 
582.2>436.2. 
 
4.3. Reaction of 1-CHO and 2a-CHO with L-lysine. 
An aliquot of an aldehyde-containing medium (ca. 2 µmol of 1-CHO or 2a-CHO 
prepared as previously described [14]) was dissolved in H2O/CH3OH (400 µL, 37/63 
v/v). Sodium acetate (160 µmol) and L-lysine (80 µmol) were then added. Thereafter, 
reductive amination was performed by NaBH3CN (three additions of 20 µL of a 1.3 M 
solution in methanol, i.e. ca. 40 eq. in regard to 1-CHO or 2a-CHO, every 30 minutes) 
over 120 minutes at 37°C. The crude reaction media were then analyzed by UPLC-
MS. 
 
4.4 Spiking experiments of 1-CHO and 2a-CHO in human protein samples. 
Human plasma. An aliquot of an aldehyde-containing medium (ca. 20 nmol of 1-CHO 
or 2a-CHO, prepared as previously described [14] in 0.8 µL of DMSO) was added in 
human plasma (250 µL). During incubation at 37°C for 120 minutes, reductive 
amination was performed by NaBH3CN (four additions of 0.5 µL of a 1.25 M solution 
in methanol, i.e. ca. 125 eq. in regard to 1-CHO or 2a-CHO, every 30 minutes). The 
crude reaction media were then digested by proteases. 
Human serum albumin. An aliquot of an aldehyde-containing medium (ca. 20 nmol of 
1-CHO or 2a-CHO, prepared as previously described [14] in 0.8 µL of DMSO) was 
added to a mixture of human serum albumin (3 µL of a 40 g/L solution in 0.1 M 
phosphate buffer pH = 7.4) and 0.1 M phosphate buffer (pH = 7.4, final volume = 
250 µL). During incubation at 37°C for 120 minutes, reductive amination was 
performed by NaBH3CN (four additions of 0.5 µL of a 1.25 M solution in methanol, i.e. 
ca. 125 eq. in regard to 1-CHO or 2a-CHO, every 30 minutes). The crude reaction 
media were then digested by proteases. 
Human liver microsomes/recombinant CYP3A4. An aliquot of an aldehyde-containing 
medium (ca. 20 nmol of 1-CHO or 2a-CHO, prepared as previously described [14] in 
0.8 µL of DMSO) was added to a mixture of human liver microsomes (final protein 
concentration = 0.5 mg/mL) or recombinant CYP3A4 (final rCYP3A4 concentration = 
20 pmol/mL) and 0.1 M phosphate buffer (pH = 7.4, final volume = 250 µL). During 
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incubation at 37°C for 120 minutes, reductive amination was performed by NaBH3CN 
(four additions of 0.5 µL of a 1.25 M solution in methanol, i.e. ca. 125 eq. in regard to 
1-CHO or 2a-CHO, every 30 minutes). The crude reaction media were then digested 
by proteases. 
 
4.5 Human liver microsomes and recombinant CYP3A4 incubations. 
Microsomal incubations were performed according to supplier protocol. An aliquot of 
human liver microsomes (final protein concentration = 2 mg/mL) was added to a 
mixture of NADPH regenerating solutions A (50 µL), B (10 µL) and 0.1 M phosphate 
buffer (pH = 7.4, final volume = 250 µL). After pre-incubation at 37°C for 5 minutes, 
microsomal incubations were started by the addition of sunitinib or pazopanib in 
DMSO solutions (final substrate concentration = 100 µM, final DMSO concentration 
= 0.2%). The mixture was then kept at 37°C for 30 minutes to ensure aldehyde 
formation. Reductive amination was then performed by NaBH3CN (four additions of 
0.5 µL of a 1.25 M solution in methanol, i.e. 100 eq. in regard to 1 or 2, every 30 
minutes, final methanol concentration = 0.8%) over 120 minutes at 37°C. The 
incubation media were then subjected to proteolytic digestion. The same protocol was 
followed with recombinant CYP3A4 (final rCYP3A4 concentration = 80 pmol/mL).  
 
4.6. Protein digestion 
Protein denaturation was achieved by heating the mixture to 60°C over 30 minutes. 
Disulfide bonds were reduced by addition of D,L-dithiothreitol (DTT, 50 µL of a 50 mM 
solution in 50 mM NH4HCO3 pH = 8). The mixture was then incubated at 60°C for 1 
hour. Protein digestion was performed by the addition of trypsin, chymotrypsin, 
pronase E (100 µL of a 12.5 mg/mL solution of each protease in 50 mM NH4HCO3 pH 
= 8), acetonitrile (50 µL) and calcium chloride (100 µL of a 25 mM solution in water). 
The mixture was kept overnight at 37°C. Proteolytic digestion was stopped by the 
addition of 5 µL of formic acid 1% in water. The mixture was then centrifuged for 20 
minutes at 4000 g at room temperature. The supernatants were then analyzed by 
UPLC-MS to characterize lysine or arginine adducts of sunitinib or pazopanib 
aldehyde metabolites. The following modifications to the above-described proteolytic 
digestion protocol were made for: 
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i) HLM incubations in the presence of sunitinib 1: after protein denaturation, incubation 
media were centrifuged for 20 minutes at 4000 g at 40°C, after which the protocol was 
resumed on the protein pellets;  
ii) HLM incubations in the presence of pazopanib 2: after protein denaturation, 
incubation media were centrifuged for 20 minutes at 4000 g at 40°C, with the protocol 
being resumed on the protein pellets with DTT (20 µL of a 125 mM solution in 50 mM 
NH4HCO3 pH = 8), proteases (20 µL of a 62.5 mg/mL solution of each protease in 50 
mM NH4HCO3 pH = 8) and calcium chloride (10 µL of a 250 mM solution in water);  
iii) rCYP3A4 incubations in the presence of pazopanib 2: after proteolytic digestion, 
supernatants of 10 incubations were pooled before UPLC-MS analyses. 
 
4.7. Docking experiments: computational procedure 
The crystallographic structures of CYP3A4 were taken from the Brookhaven Protein 
Data Bank. A large number of 3D structures of CYP3A4 are available. We have chosen 
two structures by making a compromise between the resolution of the structures and 
the number of missing residues, preferably the lowest possible. The first structure 
(PDB entry 6BCZ) is complexed with a ritonavir-like inhibitor and has a resolution of 
2.23 Å [39]. The second one (PDB entry 1TQN) is an apo form and has a resolution of 
2.05 Å [40]. The ligands and water molecules were extracted from the PDB files. The 
MolProbity software was used to assign the position of hydrogen atoms and the 
protonation state of histidines [41]. Hydrogen atoms were independently added on 
the crystal structure of the heme prosthetic group. The ligands of this study, 
pazopanib and sunitinib, were thoroughly built and fully optimized before the docking 
stage with the PM7 Hamiltonian implemented in the MOPAC2016 quantum chemistry 
package (MOPAC2016, James J. P. Stewart, Stewart Computational Chemistry, 
Colorado Springs, CO, USA, HTTP://OpenMOPAC.net (2016)) [42]. The Docking 
calculations were performed with the docking program Autodock Vina v1.1 [43]. The 
Autodock graphical interface AutoDockTools was used to keep polar hydrogens and 
add partial charges to the proteins using the Kollman United charges [44]. The search 
space was included in a box of 24 × 24 × 24 Å, centered on the binding site of the 
ligands and heme. The side chain of the residues S119, R212, I301, F304 and E374 
that are exposed on the surface of the catalytic cavity, were allowed to rotate during 
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the docking procedures. Flexible torsions of side chains and ligands were assigned 
with Autotors, an auxiliary module of AutoDockTools. For each calculation, fifteen 
poses ranked according to the scoring-function of Autodock Vina were obtained. 
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Figure S-1: Typical chromatograms of sunitinib aldehyde 1-CHO. A) XIC trace of 1-CHO control 
generated with P450 biomimetic models. B, C) MRM traces of 1-CHO at two characteristic transitions 
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Figure S-2: Typical chromatograms of pazopanib aldehyde 2a-CHO. A) XIC trace of 2a-CHO control 
generated with P450 biomimetic models. B, C) MRM traces of 2a-CHO at two characteristic transitions 
(m/z: 452>328; m/z: 452>343) in patient plasma. 
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Figure S-3: Molecular docking of pazopanib 2 in 1TQN and 6BCZ crystal structures showing the 
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Figure S-4: Molecular docking into the catalytic cavity of 6BCZ crystal structure of A) pazopanib 2; B) 
pazopanib aldehyde 2a-CHO; C) sunitinib 1; D) sunitinib aldehyde 1-CHO (pose 1); E) sunitinib 
aldehyde 1-CHO (pose 2). The red dotted lines represent the non-bonded interactions (i.e. Hydrogen 
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Figure S-5: Lysine residues in CYP3A4 apoprotein.  
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E. Discussion 
Le pazopanib et le sunitinib sont deux ITK hépatotoxiques qui présentent un risque 
élevé d’interactions médicamenteuses42,44,70–72,96–98. Puisqu’ils possèdent des 
structures d’alerte susceptibles d’être bio-activées au cours de leur 
métabolisme45,49,159, la formation de métabolites réactifs pourrait contribuer à 
l’hépatotoxicité et à l’inactivation des CYP à l’origine de certaines interactions. Cette 
hypothèse n’a toutefois jamais été formellement démontrée. La première partie de ces 
travaux de thèse a donc consisté à étudier in vitro le métabolisme du pazopanib et du 
sunitinib à l’aide de deux modèles de métabolisme hépatique, un modèle chimique et 
un modèle biologique, afin de déterminer s’ils sont bio-activés et, le cas échéant, 
d’identifier et caractériser leurs métabolites réactifs. Dans un premier temps, nous 
avons utilisé un modèle chimique composé de différents couples MnIIIporphyrines ou 
bases de Schiff/donneurs d’atome d’oxygène pour générer des métabolites qui ont 
été caractérisés par RMN 1H, 13C, 15N, 19F, SM et LC/MS-MS. Les données RMN, 
disponibles grâce à l’utilisation de ce modèle qui permet d’accéder à des quantités 
suffisantes de métabolites dans un milieu dépourvu de protéines (contrairement au 
microsomes), constituent un atout majeur pour l’identification structurale des 
métabolites du pazopanib et du sunitinib. Ces systèmes d’oxydation biomimétiques, 
utilisés pour la première fois avec des ITK, ont tout d’abord conduit à la formation de 
métabolites décrits in vivo, hydroxypazopanib, N-deséthylsunitinib, sunitinib N-oxyde, 
permettant ainsi de valider leur utilisation dans l’étude du métabolisme du pazopanib 
et du sunitinib. Ces modèles chimiques nous ont permis de mettre en évidence des 
métabolites qui n’avaient jamais été précédemment identifiés : pour le pazopanib, un 
aldéhyde et des dérivés chlorés formés par oxydation des positions 7 et 14 
respectivement, pour le sunitinib, un alcool primaire et un aldéhyde issus de 
l’oxydation régiosélective du groupement méthyle porté en  sur le noyau pyrrole. Les 
métabolites aldéhydes sont le fruit de la réactivité « CYP-like » des catalyseurs 
porphyriniques ; quant aux dérivés chlorés, nous pouvons supposer qu’ils sont issus 
de l’activité chloroperoxydase que les MnIIIporphyrines peuvent exercer en présence 
d’ions chlorure dans le milieu. Bien que moins communes que les réactions de mono-
oxygénation catalysées par les CYP, les réactions de chloration oxydante utilisant un 
peroxyde comme cofacteur pour former l’espèce oxydante Cl+ peuvent s’observer in 
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vivo. Elles sont notamment catalysées par les myéloperoxidases et ont été impliquées 
dans la toxicité de certains médicaments48,258,259. Enfin, aucun des systèmes 
catalytiques utilisés n’a conduit à la bio-activation de la structure d’alerte p-méthyl-
aniline du pazopanib en p-imine-méthylidène comme Li et al l’ont mis en évidence 
pour l’imatinib260. De même, nous n’avons observé ni époxydation de la double 
liaison, ni époxydation aromatique, ni défluoration oxydative pour le sunitinib, 
démontrant ainsi l’absence d’activation métabolique de « l’anilide » et de l’oléfine 
comme cela a été proposé pour le géfitinib261 et le faminib262.  
Dans un second temps, nous avons utilisé un modèle biologique validé et très utilisé 
du métabolisme hépatique : des microsomes hépatiques humains. La caractérisation 
des produits d’oxydation formés par les modèles chimiques a permis de guider 
l’étude des métabolites produits par des microsomes hépatiques incubés en 
présence de pazopanib ou de sunitinib. Nous avons ainsi pu mettre en évidence par 
LC-MS/MS la formation des aldéhydes du pazopanib et du sunitinib et du dérivé 
monochloré du pazopanib dans les incubations de microsomes. La caractérisation 
des aldéhydes a été confirmée par la détection de dérivés oximes après dérivatisation 
par la méthoxylamine. Bien que les aldéhydes soient des espèces réactives et donc 
potentiellement séquestrées dans le foie par réaction avec les protéines hépatiques, 
nous avons cherché leur présence dans le plasma des patients traités par pazopanib 
ou sunitinib dans l’essai SUP-R (NCT02555748). Les analyses LC-MS/MS des 
échantillons plasmatiques révèlent la présence d’aldéhyde pour le pazopanib comme 
pour le sunitinib. De plus, même si leur quantification absolue n’a pas été possible en 
raison de faibles quantités, l’exposition en aldéhydes suit celle des molécules mères. 
L’ensemble de ces expériences atteste donc pour la première fois de la capacité des 
CYP à former des métabolites aldéhydes au cours du métabolisme du pazopanib et 
du sunitinib in vivo. Ces espèces électrophiles réactives pourraient contribuer à 
l’hépatotoxicité et à l’inactivation des CYP. En revanche, le rôle des dérivés chlorés 
du pazopanib dans son hépatotoxicité reste encore à déterminer. 
Concernant le pazopanib, nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par 
Kenny et al 54 et Wang et al 277. Même s’ils n’en ont pas élucidé les structures, Kenny 
et al ont en effet observé des adduits à la méthoxylamine, traduisant la formation 
d’aldéhydes, dans des incubations de microsomes hépatiques en présence de 
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pazopanib54. Récemment, Wang et al ont mis en évidence l’aldéhyde du pazopanib 
dans des incubations de microsomes hépatiques humains et dans les excrétas 
(selles, urine) de souris traitées par pazopanib263. Contrairement à nous, par une 
approche de métabolomique, Wang et al ont identifié l’acide carboxylique issu de 
l’oxydation de l’aldéhyde formé en position 7 ainsi qu’un deuxième aldéhyde 
provenant de l’oxydation du groupement méthyle porté par l’aniline263. Bien que nous 
n’ayons pas mis en évidence ce second aldéhyde ni dans les milieux chimiques, ni 
dans les milieux biologiques, il n’est pas étonnant qu’il puisse se former puisque 
l’oxydation de ce groupement méthyle en position 19 génère l’un des deux principaux 
métabolites hydroxylés observés chez l’homme102,263. Toutefois, il est intéressant de 
noter que l’aldéhyde formé à la position 7 sur le noyau indazole est l’aldéhyde 
majoritaire in vitro et in vivo chez la souris263. Les études d’enregistrement du 
pazopanib font état de la détection par LC-MS/MS d’un métabolite di-oxygéné (M+30) 
et de deux métabolites di-oxygénés (M+30) et glucurono-conjugués chez l’homme, 
dans l’urine et non dans le plasma. Bien que les structures n’aient pas été élucidées, 
il s’agit vraisemblablement d’un acide carboxylique et de ses conjugués. Cela sous-
entend la formation préalable de l’aldéhyde correspondant, même s’il n’a pas été mis 
en évidence dans cette étude111. Nos résultats infirment l’hypothèse de bio-activation 
de la structure d’alerte p-méthyl-aniline du pazopanib. Au contraire, la détection 
d’adduits au glutathion, à la cystéine, à la N-acétylcystéine et à la glycylcystéine in 
vitro et in vivo est en faveur de la formation d’un métabolite réactif de type p-imine-
méthylidène54,111,263.  
Concernant le sunitinib, nos résultats sont en faveur de sa bio-activation en aldéhyde 
suite à l’oxydation régiosélective à la position C-11. L’oxydation du 
groupement diméthylpyrrole a été décrite chez la souris, le rat, le chien et le singe, le 
métabolite correspondant étant un dérivé hydroxylé du sunitinib à la position C-11 
chez ces trois dernières espèces. L’oxydation du groupement indolylidène-
diméthylpyrrole est une voie métabolique mineure chez l’homme, mais la structure du 
métabolite n’a pas été élucidée159,170,190,264. Le famitinib est un analogue de sunitinib 
développé en Chine. Il est intéressant de noter que, dans sa structure, le groupement 
méthyle support de la bio-activation du sunitinib est incorporé à un cycle à 6 sommets. 
L’oxydation de cette région de la molécule a été observée chez l’homme, mais la 
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structure du métabolite n’a pas été déterminée276. Contrairement à notre étude, Kenny 
et al n’ont pas mis en évidence d’adduit à la méthoxylamine mais au glutathion dans 
des incubations de microsomes hépatiques humains en présence de sunitinib54. Bien 
que nos résultats infirment l’hypothèse de bio-activation de « l’anilide » du sunitinib, 
les résultats d’Amaya et al  font état d’une défluoration oxydative conduisant à la 
formation d’une p-quinone-imine mise en évidence sous forme d’adduit au 
glutathion265. Les traces de métabolite hydroxy-indolin-2-one défluoré mises en 
évidence chez l’homme dans l’urine sont en faveur de ce type d’activation 
métabolique159. De plus, Xie et al ont proposé le même mécanisme de bio-activation 
pour le famitinib. Ils ont en effet détecté dans des incubations de microsomes 
hépatiques et d’hépatocytes humains en présence de famitinib un métabolite défluoré 
et ses adduits au glutathion, à la cystéinylglycine et à la cystéine. Ils ont également 
identifié le métabolite défluoré et ses adduits à la cystéine dans des échantillons de 
patients traités par famitinib (plasma, selles, urine)276. Bien que nous n’ayons pas mis 
en évidence de défluoration oxydative, il est probable que les deux mécanismes de 
bio-activation coexistent in vivo, puisque des traces d’aldéhyde et de métabolite 
défluoré ont été détectées, respectivement, dans le plasma et dans l’urine159. 
Puisque nous avons établi la pertinence clinique des métabolites aldéhydes du 
pazopanib et du sunitinib en les détectant in vivo, nous avons cherché à déterminer 
les mécanismes par lesquels ils pourraient contribuer à l’hépatotoxicité et à 
l’inactivation des CYP. Les aldéhydes étant des espèces électrophiles capables de 
réagir avec les groupements nucléophiles de certains acides aminés, les aldéhydes 
du pazopanib et du sunitinib pourraient former des adduits aux protéines, notamment 
à l’apoprotéine des CYP. Ces adduits pourraient d’une part déclencher une réaction 
immunitaire à l’origine de l’hépatotoxicité et d’autre part causer une inhibition 
enzymatique irréversible. Parmi les acides aminés possédant des groupements 
nucléophiles, les résidus cystéine, histidine, lysine et arginine sont ceux le plus 
souvent ciblées par les aldéhydes. Selon leurs structures, ces derniers réagissent 
plutôt avec des résidus cystéine par addition de Michael (aldéhydes ,-insaturés) ou 
plutôt avec des résidus lysine, arginine ou histidine pour former des bases de 
Schiff266–270. De ce fait, nous avons fait l’hypothèse que les aldéhydes du pazopanib 
et du sunitinib pouvaient former des adduits avec des résidus lysine qui sont des 
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résidus généralement présents à la surface des protéines et donc accessibles. Le 
docking des aldéhydes du pazopanib et du sunitinib dans le site actif du CYP3A4 
ayant montré qu’ils interagissent avec des résidus arginine, nous avons également 
considéré l’arginine en tant que site d’adduction potentiel. Nous avons donc étudié in 
vitro la formation d’adduits aux résidus lysine et arginine de protéines hépatiques 
(microsomes hépatiques humains, CYP3A4 recombinant) et plasmatiques (plasma et 
albumine humains). Ces dernières ont été utilisées parce que nous disposons 
d’échantillons cliniques contenant les aldéhydes et parce que les protéines 
circulantes servent fréquemment de substituts de protéines hépatiques pour faire la 
preuve de concept de l’adduction aux protéines in vivo. Les protéines ont été 
analysées par LC-MS après digestion par des protéases : la trypsine qui clive les 
liaisons peptidiques à l’extrémité C-terminale de résidus lysine et arginine, la 
chymotrypsine qui reste efficace en présence de protéines membranaires et un 
mélange de protéases extraites de Streptomyces griseus (pronase). Nous avons 
choisi d’utiliser un cocktail d’enzymes afin que la digestion soit la plus complète 
possible, c’est-à-dire afin de générer des acides aminés et non des peptides, ce qui 
facilite grandement l’interprétation des spectres. Puisque les bases de Schiff peuvent 
être instables dans les conditions d’analyse, nous avons réalisé l’amination réductrice 
des adduits avec NaBH3CN avant de procéder à la digestion protéolytique. La réaction 
des aldéhydes obtenus par voie biomimétique avec la L-lysine ou la L-arginine nous 
a permis d’obtenir des adduits qui, après amination réductrice, ont servi de standards 
pour guider la recherche d’adduits dans les échantillons biologiques. Nous n’avons 
pas mis en évidence d’adduits à l’arginine. Cela peut sans doute s’expliquer par la 
valeur très élevée de son pKa qui a été récemment réévaluée à 13,8 : le groupement 
guanidine est donc en permanence protoné dans les conditions physiologiques, 
même lorsque les résidus arginine sont dans un environnement hydrophobe tel que 
le site actif du CYP3A4, ce qui réduit considérablement leur caractère nucléophile271. 
Nous n’avons pas non plus mis en évidence d’adduits aux protéines dans les 
échantillons cliniques. Le traitement des échantillons par chromatographie d’affinité 
avant analyse LC-MS/MS, comme Yip et al l’ont réalisé pour la carbamazépine, 
pourrait constituer une solution pour détecter des traces d’adduits circulants dans le 
plasma de patients traités par pazopanib ou sunitinib61. En revanche, nous avons ainsi 
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pu montrer que les aldéhydes du pazopanib et du sunitinib forment in vitro des adduits 
aux résidus lysine de protéines hépatiques, dont le CYP3A4, et de protéines 
plasmatiques, dont l’albumine. Au sein de la classe des ITK, la mise en évidence 
d’adduits à la lysine dans des incubations de microsomes hépatiques n’avait jusqu’à 
présent été rapportée que pour l’erlotinib56. La formation de bases de Schiff est certes 
une réaction réversible en milieu aqueux, mais l’hydrolyse des imines est influencée 
par le pH du milieu et est plus lente à pH neutre qu’à pH acide. Certaines bases de 
Schiff formées par des dérivés du benzaldéhyde (photo-sensibilisants) in vitro sont en 
effet stables en milieu aqueux272. De plus, un dérivé du benzaldéhyde capable de 
fournir un signal de co-stimulation aux lymphocytes T via la formation de bases de 
Schiff a fait l’objet d’un développement clinique jusqu’en phase II pour ses propriétés 
immuno-stimulatrices273. Enfin, Natsch et al et Ishino et al ont rapporté que les bases 
de Schiff pouvaient générer des adduits amides stables et irréversibles dans des 
conditions oxydantes272,274. La formation d’adduits entre des résidus lysine de 
protéines hépatiques, dont le CYP3A4, et les aldéhydes réactifs du pazopanib et du 
sunitinib permet d’expliquer leur hépatotoxicité. Wang et al ont en effet observé une 
relation entre la formation d’un aldéhyde à la position 7 du pazopanib et les élévations 
de l’ALAT et de l’ASAT chez la souris263. De plus, la formation d’adduits à l’apoprotéine 
du CYP3A4 permet d’expliquer son inactivation qui a été mise en évidence in vitro a 
plusieurs reprises pour le pazopanib comme pour le sunitinib54,66,67.  
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III. Développement et validation d’une méthode (semi)-quantitative 
pour le dosage simultané du pazopanib et de ses principaux 
métabolites 
 
A. Article scientifique 
Actuellement, il n’est recommandé de doser les métabolites dans le cadre d’un STP 
que lorsqu’ils présentent une activité pharmacologique148. En revanche, la prise en 
compte des métabolites peut améliorer l’interprétation des résultats du STP, comme 
par exemple identifier si un niveau de concentration de molécule mère dans les 
valeurs thérapeutiques est obtenu à l’équilibre chez un patient compliant ou après 
une prise récente chez un patient inobservant250. On peut se demander si la 
quantification de métabolites inactifs (sur le plan thérapeutique) peut présenter un 
intérêt pour la modélisation pharmacocinétique ou, via la détermination du ratio 
métabolique, dans des situations de suspicion d’interaction médicamenteuse ou 
d’inobservance. Pour répondre à cette question, nous avons développé et validé une 
méthode de quantification relative (semi-quantification) des principaux métabolites 
hydroxylés et N-déméthylé du pazopanib.  
Ces travaux ont été publiés dans le journal « Journal of Pharmaceutical and 
Biomedical Analysis ». 
Paludetto et al, J Pharm Biomed Anal. 2018 May 30;154:373-383.  
 
  
Page | 224  
 
 
Page | 225  
 
  
Page | 226  
 
  
Page | 227  
 
  
Page | 228  
 
  
Page | 229  
 
  
Page | 230  
 
  




Page | 234  
 
  
Page | 235  
 
  
Page | 236  
 
B. Discussion 
Le pazopanib et le sunitinib font partie des trois ITK, avec l’imatinib, pour lesquels la 
réalisation d’un STP en pratique clinique courante est fortement recommandée sur la 
base des relations PK-PD décrites en matière d’efficacité et de toxicité148,149. La mise 
en place d’un STP est particulièrement justifiée dans des situations de doute sur 
l’observance ou sur l’existence d’interactions médicamenteuses250. Dans ces cas, le 
suivi du ratio métabolique peut s’avérer particulièrement intéressant pour confirmer 
ou infirmer la survenue d’une interaction250,251. Or, contrairement au sunitinib et à un 
grand nombre d’ITK, aucune méthode de dosage des métabolites du pazopanib dans 
le plasma n’a été développée, à l’exception de la méthode utilisée par le laboratoire 
GSK dont les conditions expérimentales n’ont pas été publiées86,125. La deuxième 
partie de ces travaux de thèse a donc consisté à développer et valider une méthode 
permettant la quantification simultanée du pazopanib et de ses principaux métabolites 
dans le plasma. Notre choix s’est porté sur une méthode UPLC-MS/MS car c’est une 
méthode de référence dans le domaine du STP des ITK et qu’elle présente de 
nombreux avantages (courts temps d’analyse, faibles volumes des prises d’essai, très 
bonne spécificité, sensibilité et résolution)125. L’absence de standards pour les 
métabolites est l’une des principales raisons expliquant l’absence de méthode de 
dosage125. Les métabolites du pazopanib ne sont en effet pas disponibles dans le 
commerce et le laboratoire exploitant qui les a synthétisés ne les fournit pas. 
L’utilisation de microsomes hépatiques est une méthode qui permet de préparer des 
métabolites à la fois très rapidement et à très bon marché275. Cette méthode a été 
utilisée pour l’étude de métabolites endogènes par approche métabolomique276 ainsi 
que dans le cadre de la réalisation d’études pharmacocinétiques et du STP de 
certains inhibiteurs de kinases (erlotinib, crizotinib, vemurafenib)275,277,278. Nous avons 
donc optimisé la séparation chromatographique des analytes ainsi que les 
paramètres de détection en spectrométrie de masse à l’aide des métabolites générés 
par incubation de microsomes hépatiques en présence de pazopanib. Les analytes 
sont séparés sur phase inverse par application d’un gradient linéaire d’acétonitrile 
acidifié (0,1% d’acide formique) et de formiate d’ammonium 5 mM pH = 3,2. La 
détection est réalisée en mode MRM après ionisation par la technique de 
l’électrospray en mode positif (ESI+) aux transitions caractéristiques et classiquement 
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utilisées pour chaque analyte. Avant analyse UPLC-MS/MS, les aliquots de plasma 
sont traités par un mélange d’acétonitrile et de formiate d’ammonium 5 mM pH = 3,2, 
puisque nous avons mis en évidence que le techniquage par précipitation des 
protéines permet un recouvrement complet du pazopanib. Contrairement aux 
méthodes rapportées par Svedberg et al et Vikingsson et al pour l’erlotinib, le 
vémurafenib et leurs métabolites, le dosage se fait par étalonnage interne en utilisant 
le même étalon, 13C2H3-pazopanib, et la même droite de calibration (50 - 50 000 
ng/mL) pour le pazopanib et ses métabolites277,278. Nous avons en effet montré que 
cette calibration, malgré son étendue (la plus importante parmi les méthodes publiées 
- cf Tableau 1, paragraphe IV.A.7), permet d’obtenir des résultats en matière de 
précision et d’exactitude pour la quantification des faibles concentrations (limite de 
quantification LDQ et contrôle de qualité bas CQbas) comparables à ceux obtenus lors 
de l’utilisation d’une deuxième droite de calibration entre 50 et 1000 ng/mL. 
L’utilisation d’une seule calibration est plus adaptée en pratique clinique courante. 
Nous avons essayé d’abaisser la LDQ de 50 ng/mL à 10 ou 20 ng/mL afin de pouvoir 
semi-quantifier les métabolites dans des échantillons correspondant à de faibles 
expositions en médicament, mais l’imprécision et l’inexactitude des résultats nous ont 
imposé de maintenir la LDQ à 50 ng/mL. Pour nous assurer de la pertinence clinique 
de ce seuil, nous avons analysé les prélèvements de trois patients inclus dans l’essai 
VOTRAGE (étude de phase I visant à étudier la tolérance et la pharmacocinétique du 
pazopanib dans une population de patients âgés fragiles). Il existe en effet très peu 
de données publiées relatives au niveau d’exposition plasmatique des métabolites 
hydroxylés et N-déméthylés du pazopanib et aucune des concentrations disponibles 
ne correspond à des Cmin,ss qui sont les concentrations déterminées en situation de 
STP102,112. Les résultats de cette analyse exploratoire nous ont conduits à augmenter 
le volume de prise d’essai de 20 à 60 µL de plasma de façon à obtenir des 
concentrations en métabolites supérieures à la LDQ dans la majorité des échantillons. 
Deux prises d’essai sont donc techniquées pour chaque échantillon : un premier 
aliquot de 20 µL de plasma permet de quantifier le pazopanib alors qu’un deuxième 
aliquot de 60 µL est utilisé pour semi-quantifier les métabolites. Cette procédure de 
préparation des échantillons est possible pour plusieurs raisons. La précipitation des 
protéines est une méthode de technicage très simple et très rapide. De plus, le temps 
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d’analyse de 6 min est court, de sorte que le temps nécessaire à la réalisation des 
deux analyses par UPLC reste du même ordre de grandeur que les temps d’analyse 
des méthodes développées en HPLC (cf Tableau 1, paragraphe IV.A.7). Enfin, les 
volumes de prise d’essai sont faibles, puisque plusieurs méthodes LC-MS ont été 
validées avec des aliquots de 100 µL (cf Tableau 1, paragraphe IV.A.7). Dans ces 
conditions, il est même toujours possible de réaliser un deuxième dosage (en cas de 
problème analytique) au vu du volume de plasma des échantillons prélevés chez 
l’homme. L’analyse de l’erlotinib, du vémurafenib et de leurs métabolites rapportée 
par Svedberg et al et Vikingsson et al est réalisée en 7 minutes après techniquage 
d’aliquots de 50 µL. Il est intéressant de noter que Vikingsson et al effectuent 
également une deuxième injection pour arriver à semi-quantifier les métabolites du 
vémurafenib. L’échantillon n’est pas techniqué deux fois, mais le volume injecté (7 µL) 
est significativement supérieur au volume injecté pour la quantification du 
vémurafenib (0,5 µL)277,278. Nous avons donc développé et validé selon les 
recommandations de l’EMA279 une méthode UPLC-MS/MS qui permet, pour la 
première fois, la quantification du pazopanib et la semi-quantification de ses 
métabolites hydroxylés et N-déméthylé dans le plasma. Cette méthode a été 
appliquée à l’ensemble des prélèvements des 18 patients de l’essai VOTRAGE ainsi 
qu’aux prélèvements des patients actuellement inclus dans l’essai SUP-R (n = 14, 
inclusions en cours). Elle a permis de quantifier et semi-quantifier les concentrations 
en pazopanib et métabolites hydroxylés et N-déméthylé respectivement dans la 
plupart des 405 échantillons de plasma (239 pour l’essai VOTRAGE, 166 pour l’essai 
SUP-R). L’analyse pharmacocinétique des deux études est en cours (analyse finale 
pour l’essai VOTRAGE, analyse intermédiaire pour l’essai SUP-R). Elle permettra 
d’étudier les relations PK-PD entre les concentrations plasmatiques en pazopanib et 
métabolites hydroxylés et N-déméthylé et les données de tolérance et d’efficacité. 
Une limite de l’approche de semi-quantification des métabolites réside dans le fait que 
leurs facteurs de réponse sont inconnus en l’absence de standards. Ils sont alors 
supposés équivalents à ceux des molécules mères sur la base de leurs similitudes 
structurales, puisque les facteurs de réponse en spectrométrie de masse, tout 
particulièrement en ESI, dépendent des structures des analytes. Mais Hatsis et al ont 
montré, à l’aide d’un panel de 45 métabolites, que les facteurs de réponse des 
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métabolites peuvent être extrêmement différents de ceux des molécules mères, de 70 
fois inférieur à 9 fois supérieur dans cette analyse280. Il faut tout de même noter que 
les divergences les plus importantes concernent les métabolites de phase II, du fait 
de la forte augmentation de la masse molaire et du caractère hydrophile après 
conjugaison. Concernant les réactions de phase I, les N- et O-déalkylations sont les 
réactions qui perturbent le moins le facteur de réponse, alors que les C-oxydations 
ont un effet inconstant et imprévisible : les facteurs de réponse des métabolites 
peuvent être équivalents à ceux des molécules mères ou alors très différents. Quelle 
que soit la réaction, l’approche de semi-quantification comporte donc un risque de 
sous- ou surestimation des concentrations des métabolites par mésestimation de 
leurs facteurs de réponse, ce qui nécessite d’interpréter les données obtenues avec 
précaution280. Toutefois cette approche génère des résultats suffisamment précis 
pour permettre de comparer l’exposition en métabolites entre échantillons et entre 
patients, comme l’ont précédemment rapporté Svedberg et al et Vikingsson et 
al277,278. C’est pourquoi nous avons appliqué notre méthode aux prélèvements des 
essais VOTRAGE et SUP-R afin d’étudier les relations entre les concentrations 
plasmatiques en métabolites hydroxylés et N-déméthylé et les données cliniques. 
Pour autant, nous envisageons de recourir aux systèmes biomimétiques, après 
optimisation des conditions de catalyse et purification et changement d’échelle 
(« scale-up »), pour disposer des standards des métabolites, ce qui pourrait alors nous 
permettre de déterminer avec précision leurs facteurs de réponse.  
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Conclusion et perspectives 
 
Au cours des vingt dernières années, la classe des ITK a connu un essor considérable. 
Ces thérapies ciblées permettent en effet d’améliorer la prise en charge des patients 
atteints de cancer, grâce au ciblage d’anomalies moléculaires oncogéniques, au prix 
de toxicités globalement acceptables. Pourtant, le développement d’une toxicité 
hépatique ainsi que la survenue d’interactions médicamenteuses restent des 
préoccupations cliniques majeures. La formation de métabolites réactifs par bio-
activation des structures d’alerte que comportent un grand nombre d’ITK constitue  
l’un des mécanismes qui sont proposés pour expliquer l’hépatotoxicité et l’inactivation 
des CYP, mais cela n’a jamais été formellement démontré pour la quasi-totalité des 
ITK. 
En utilisant deux modèles de métabolisme hépatique in vitro, des métalloporphyrines 
catalysant des réactions d’oxydation biomimétiques et des microsomes hépatiques, 
nous avons montré pour la première fois que deux ITK parmi les plus hépatotoxiques, 
le pazopanib et le sunitinib, sont métabolisés en dérivés aldéhydes. Ces métabolites 
sont issus de l’oxydation régiosélective des molécules mères, comme l’ont montré les 
résultats du docking du pazopanib et du sunitinib dans le site actif du CYP3A4. Les 
métabolites aldéhydes qui n’avaient jamais été mis en évidence chez l’homme, ont 
pu être détectés in vivo, dans des échantillons de plasma de patients traités par 
pazopanib ou sunitinib. Les aldéhydes sont des espèces électrophiles capables de 
réagir avec les groupements nucléophiles des protéines pour former des adduits. 
Nous avons effectivement montré in vitro, grâce à des expériences de digestion 
protéolytique, que les aldéhydes du pazopanib et du sunitinib réagissent avec les 
groupements -amino de résidus lysine du CYP3A4, des protéines hépatiques 
constituant les microsomes, de l’albumine et des protéines plasmatiques. Ces adduits 
à la lysine peuvent expliquer l’inactivation du CYP3A4 qui a été observée in vitro pour 
le pazopanib comme pour le sunitinib, et donc la survenue d’interactions 
médicamenteuses avec les autres substrats de l’enzyme inactivée. De plus, ces 
adduits à la lysine pourraient déclencher des réactions immunitaires à l’origine du 
développement de l’hépatotoxicité. Nous envisageons de poursuivre l’étude des 
mécanismes de l'hépatotoxicité du pazopanib et du sunitinib in vitro en utilisant des 
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lignées d’hépatocytes et des hépatocytes primaires humains, qui sont des modèles 
de métabolisme hépatique plus physiologiques (réactions de phase I et II, 
mécanismes de détoxification). Cette approche pourra également être utile pour 
l’étude d’autres ITK. 
A l’aide d’incubations de microsomes hépatiques, nous avons également développé 
et validé une méthode UPLC-MS/MS qui permet simultanément, pour la première fois, 
la quantification du pazopanib et la semi-quantification de ses principaux métabolites 
hydroxylés et N-déméthylé dans le plasma. Nous avons montré de façon exploratoire, 
avec les prélèvements de trois patients de l’essai VOTRAGE, que cette méthode est 
utilisable pour réaliser le STP du pazopanib et de ses métabolites. Cette méthode a 
été appliquée à l’ensemble des échantillons de plasma des études VOTRAGE et SUP-
R actuellement conservés au laboratoire. L’analyse pharmacocinétique permettra 
sans doute de préciser s’il existe des relations PK-PD entre l’exposition en métabolites 
et les données de tolérance/efficacité ou, tout au moins, si la détermination du ratio 
métabolique est utile dans les situations de suspicion d’interactions 
médicamenteuses et d’inobservance. 
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TITLE : Metabolism study of tyrosine kinase inhibitors, characterization of new reactive metabolites of 
pazopanib and sunitinib by a biomimetic catalytic approach and potential involvement in their adverse 
effects.   
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SUMMARY : Pazopanib and sunitinib are tyrosine kinase inhibitors (TKI) approved for the treatment of 
various cancers. They are taken orally for a long time and are extensively metabolized in the liver by 
cytochromes P450. They are associated with serious hepatotoxicity and drug-drug interactions that 
may be related to their metabolites, including the formation of reactive metabolites. 
Using a biomimetic chemical catalytic system, composed of a metalloporphyrin and a single oxygen 
atom donor, reactive aromatic aldehydes were characterized for the first time for these two TKI. They 
were also detected in human liver microsomal incubations, considered as a reliable model of hepatic 
metabolism, and in plasma samples of patients treated with pazopanib or sunitinib. The reactivity of 
these aromatic aldehydes with amines has been demonstrated in vitro since adducts on lysine side 
chains of human proteins, CYP3A4 and albumin, have been detected. These results lead to consider 
the involvement of pazopanib and sunitinib reactive aldehydes in the onset of hepatotoxicity and drug-
drug interactions in vivo. 
In order to monitor the drug to metabolite ratio on suspicion of drug-drug interaction or noncompliance, 
an UPLC-MS/MS method for the simultaneous determination of pazopanib and its hydroxylated and N-
desmethyl metabolites in plasma has been developed and validated. The study of relationships 
between metabolite plasma levels and the occurrence of toxicities in pharmacokinetic studies will also 
be possible. 
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RESUME en français : Le pazopanib et le sunitinib sont des inhibiteurs de tyrosine kinases (ITK) 
indiqués dans le traitement de différents cancers. Ils s’administrent par voie orale au long cours et sont 
fortement métabolisés au niveau hépatique par les cytochromes P450. Ils sont associés à une 
hépatotoxicité sévère et à la survenue d’interactions médicamenteuses qui pourraient être liées à leurs 
métabolites, notamment à la formation de métabolites réactifs.  
En utilisant un système catalytique chimique biomimétique, composé d'une métalloporphyrine et d'un 
donneur d'atome d'oxygène, des aldéhydes aromatiques réactifs ont été caractérisés pour la première 
fois pour ces deux ITK. Ils ont aussi été détectés dans des incubations de microsomes hépatiques 
humains, un modèle validé de métabolisme hépatique, et dans des prélèvements plasmatiques de 
patients traités par pazopanib ou sunitinib. La réactivité de ces aldéhydes aromatiques vis-à-vis des 
amines a été mise en évidence in vitro sous la forme d’adduits avec les chaînes latérales des résidus 
lysine de protéines humaines, le CYP3A4 et l’albumine. Ces résultats conduisent à considérer 
l’implication des métabolites aldéhydes réactifs du pazopanib et du sunitinib dans l'hépatotoxicité et la 
survenue d’interactions médicamenteuses in vivo. 
Afin de réaliser un suivi du ratio métabolique en cas de suspicion d’interaction médicamenteuse ou 
d’inobservance, une méthode UPLC-MS/MS pour la (semi)-quantification simultanée du pazopanib et 
de ses métabolites hydroxylés et N-déméthylé dans le plasma a été développée et validée. Elle 
permettra aussi d’étudier les relations entre les concentrations plasmatiques en métabolites et la 
survenue de toxicités au cours d’études pharmacocinétiques. 
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